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"map unit" i.e. unité de carte physique.
IV
RESUME
N3US avons caractérisé une molécule d'ADN hybride virale-cellulaire,
nommée Rm 11, produite par un clone de cellules permissives transformées par le
virus du polyome tsP155 (la lignée cellulaire Cyp). Rm 11 doit son intérêt au
fait qu'elle est un autre produit d'excision obtenu dans les cellules Cyp lors
d'un simple tranfert de 39°C â 33°C (induction) et qu'elle contient une por
tion cellulaire emportée lors de l'excision du génome viral intégré plus im
portante que celle de Rm 1, moléjpule à laquelle s'apparente Rm 11 et très ex-
tensivement étudiée dans notre laboratoire. L'obtention facile de Rm 11 (par
simple induction) et la nature des séquences qu'elle contient en ont fait un
sujet de choix pour éclaircir le mécanisme d'excision du génome viral dans les
cellules Cyp.
VSOMMAIRE
La lignée cellulaire Cyp est constituée par plusieurs générations de
clones obtenus à partir d'un foyer de cellules de souris transformées par le mu
tant tsP155 du virus du polyome â 39°C. Lorsque les cellules des clones Cyp sont
transférées â 33°C, l'induction conséquente entraîne l'excision et la réplication
du génome viral intégré. Trois produits d'excision ont été obtenus par induction,
jusqu'à maintenant, dans différents clones Cyp: tsP155, Rm I et Rm II. Les deux
premiers ont été extensivement étudiés avant l'apparition du troisième.
La première génération de clones Cyp, les clones CIO, Cil, C12 et C13,
produit, à 33°C, exclusivement de l'ADN de tsP155. La seconde, principalement
constituée par les sous-clones du clone C12, produit aussi exclusivement de l'ADN
de tsP155 sauf le clone C12 - al dont le produit d'excision majoritaire est une
molécule nommée Rm I. Rm I contient le génome complet de tsP155 (5292 pb) en
plus d'une répétition virale s'étendant des nucléotides 3092 à 3273. La répéti
tion virale encadre une insertion cellulaire de 1628 pb elle-même terminée par
une courte répétition de séquences inversées. La nature et l'origine des séquen
ces cellulaires contenues dans Rm I (Ins) en ont fait un sujet d'étude privilé
gié en ce qui concerne l'excision du génome du virus du polyome dans les cellules
Cyp. En effet, dans le clone C12 - al, l'excision du génome viral intégré se
produit de telle façon qu'elle emporte systématiquement une section cellulaire
de 1628 pb adjacente située à "gauche" et en continuité physique avec le géno
me intégré.
Parce que le clone C12 - al produisait aussi de l'ADN de tsP155 (5% de
la production virale) à 33°C, nous avons été amenés à le recloner pour tenter de
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sêgréguer différentes sous-populations cellulaires ayant des produits d'excision
différents. Il s'est avéré que tous les clones obtenus produisaient comme le
clone parental et, dans les même proportions avec ce dernier, les deux molécules
d'ADN; tsP155 et Rm I. Toutefois, l'un des sous-clones, le clone S48 devait
se révéler particulièrement intéressant du fait qu'il produisait, à 33°C, en plus
de Rm I et tsP155, une troisième molécule nommée Rm II a cause de son lien de pa
renté évident avec Rm I.
La caractérisation de Rm II nous a vite amenés â constater qu'elle con
tenait une portion de séquences cellulaires plus importante que celle emportée
lors de l'excision de Rm I. Gomme Rm I était un produit d'excision tout â fait
xinique parmi ceux rapportés dans la littérature, l'étude de son mécanisme d'ex
cision devenait des plus intéressants. Pour proposer un modèle d'excision dans
les cellules Cyp, il nous fallait obtenir les séquences des protagonistes viral
et cellulaires participant â la recombinaison entraînant la formation de Rm I.
Rm II contient justement les séquences cellulaires précurseurs de l'excision de
Rm I, les éléments réunis dans ce mémoire vous le démontreront. Rm II était donc
en quelque sorte le chaînon manquant qui devait nous amener à proposer un modèle
d'excision pour l'ADN du virus du polyome, sans précédent dans la littérature:
un modèle faisant appel â une recombinaison "spécifique de site".
Une partie des travaux présentés a donné lieu à un article déjà publié
(Sylla et al.,1984a)j Les figures 5, 12 A, 12 B et 15 en sont tirées. Par ail
leurs, les figures 3 et 16 sont tirées de l'article de BOURGAUX et al. (1982).
1.
INTRODUCTION
Un des points d'intérêt majeur de la recherche effectuée dans le la
boratoire du Dr. P. Bourgaux est l'étude du (ou des) mécanisme(s) d'excision
de l'ADN du virus du polyome intégré dans le génome de cellules de souris, hô
te naturel du virus. Le travail présenté dans ce mémoire s'inscrit dans le
cadre général de cette étude.
Le virus du polyome est un papovavirus qui a été découvert dans les
extraits cellulaires de souris leucémiques par GROSS (1953) et qui a été pro
pagé par la suite dans des cultures de cellules embryonnaires de souris (Stuart
et Eddy, 1957). Ce virus tire son appellation du fait qu'il peut provoquer
divers types de tumeurs chez l'hôte naturel: la souris. Ce papovavirus a
un très proche parent: SV40, dont l'hôte naturel est le singe. Ces deux vi
rus sont sans doute les plus connus parmi les virus oncogênes à ADN.
Le virus du polyome est composé exclusivement de protéines et d'ADN.
L'ADN circulaire bicaténaire fait un poids moléculaire de 3.35 x 10^ daltons.
La séquence nucléotidique complète de la souche A2 a été déterminée (Soeda et
al., 1979, 1980; Tooze, 1981) et comprend 5292 pb (fig. 1).
L'ADN viral est divisé en 100 unités cartographiques, le point 0/100
étant le site unique Eco RI (fig. 1). L'origine de réplication virale se re
trouve à 70.5 unités et le terminus de réplication à 26 unités. La numérota
tion des nucléotides (nt) est faite à partir de l'origine de réplication. Le
nucléotide 1 est le premier nucléotide rencontré au-delà de la coupure
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effectuée par l'enzyme Hpa II (sens horaire). Comme celle des unités, la nu
mérotation des nt va donc également dans le sens horaire, ce qui place le si
te Eco RI au nt 1560 (fig. 1).
Lorsque l'ADN viral est extrait des cellules infectées, on obtient
trois formes de la même molécule, formes qui différent par leur structure ter
tiaire (Vinograd, 1965): a) le composant I, circulaire fermé ou covalent dont
la conformation superhélicoïdale est due a une déficience en tours secondaires
de WATSON et CRICK qui survient lors de la synthèse de la molécule, déficien
ce comblée par l'arrangement en unités nucléosomales (Crick, 1976), b) le com
posant II, circulaire ouvert ou relâché, créé lorsqu"'une interruption existe
sur l'un des brins (les techniques d'extraction introduisent souvent ces" cou
pures, ce qui fait que le composant II accompagne presque toujours le compo
sant I dans les préparations d'ADN viral), et c) le composant III, linéaire,
visible lorsqu'une rupture est effectuée sur les deux brins complémentaires
au même endroit. Ces trois composants sont séparables sur gel d'agarose, sur
gradient de saccharose et en centrifugation d'isodensité de chlorure de césium
- bromure d'éthidium (Bauer et Vinograd, 1968; Crawford et Waring, 1967).
On définit deux régions dans le génome du virus du polyome: une ré
gion précoce, exprimée avant le début de la réplication de l'ADN viral, et une
région tardive, exprimée après que l'ADN ait commencé à se répliquer. La trans
cription des gènes précoces s'étend de 72 à 26 unités, de l'origine au ter
minus de réplication en passant par le site Eco RI (Soeda et al., 1979, 1980).
La transcription des gènes tardifs s'étend de 67 à 26 unités dans le sens in
verse (Soeda et al., 1980). Les transcriptions précoce et tardive s'effectuent
donc sur les chaînes d'ADN opposées. Par convention, on désigne sous le nom
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de chaîne précoce et de chaîne tardive, les brins d'ADN qui ont la même pola
rité que leurs ARN messagers respectifs.
Trois protéines virales sont codées par la chaîne précoce: les an
tigênes grand T (90 K), moyen t (55 K) et petit t (22 K), (Ito et al., 1977).
Toutes ces données et plusieurs autres sont résumées à la figure 1.
Les'différents gênes viraux et leur rôle ont été identifiés grâce
a l'isolement de nombreux mutants, principalement thermosensibles, tant dans
la région précoce que dans la région tardive, et à leur classification en grou
pes de complémentation.
Les mutants thermosensibles (ts) précoces découverts à ce jour font
tous partie du même groupe de complémentation (Eckhart, 1969, 1974) et les mu
tations correspondantes, groupées sous l'appellation ts a, ont été localisés
dans la région codant pour la partie C- terminale de l'antigène grand T (Mil
ler et Fried, 1976). Les mutants de type ts a sont incapables de se répliquer
et de transformer à température restrictive, 39°C (Eckhart, 1969, 1974; Fried,
1965, 1970). La fonction virale a, sous-entendu l'antigène grand T, est impli
quée dans l'initiation de la réplication virale, et vraisemblablement aussi
dans l'initiation de la transformation cellulaire via l'intégration de l'ADN
viral dans le génome cellulaire (Francke et Eckhart, 1973; Gattoni et al., 1980;
Zouzias et al., 1977).
Parmi les mutants ts précoces, il en est toutefois qui, s'ils ne se
répliquent pas à la température restrictive de 39°C, sont capables de trans
former la cellule â cette température. C'est le cas des mutants ts - P155
FIGURE I; Organisation physique et fonctionnelle du génome du virus polyome
(souche A2).
La carte physique de l'ADN viral est divisée en 100 unités, le
point 0/100 étant le site Eco RI (nt 1560). Les sites uniques des enzymes
de restriction Bam HI et Bgl I sont également représentés avec leurs coordon
nées en nt entre parenthèses. Les fragments générés par l'enzyme Hpa II, nu
mérotés de 1 à 8 du plus lourd au plus léger sont indiqués entre deux circon
férences concentriques. Notons que le mutant ts P155 possède un site Hpa II
supplémentaire au nt 3677 (astérisque). L'origine de réplication (-0^ est si
tuée entre les fragments Hpa II - 3 et -5. Les nucléotides identifiés par sé-
quençage sont numérotés de 1 à 5292, le nucléotide no 1 étant le premier au-
delà (sens horaire) de la jonction 3/5 de Hpa II. Les six protéines codées
par le génome du virus polyome sont représentées par de larges flèches. VPl,
VP2 et VP3 sont les trois protéines tardives dont l'assemblage entraîne la
formation de la capside virale. Les antigènes t sont les protéines précoces.
Les lignes en zig-zag correspondent aux régions épissées des ARNs précurseurs
pour donner les ARN messagers, et les numéros qui les flanquent sont les coor
données en nt des jonctions d'épissage. Les nioméros au début et à la fin de
chaque protéine représentée sont les coordonnées en nt des codons d'initiation
et de terminaison de la traduction.






























ts - 52 et ts - 609 (Eckhart, 1969, 1974). Dans le cas de ts - P155, la mu
tation ts a été localisée entre 14.2 et 26.7 unités (Galup et al., 1984). Ces
mutants démontrent que grand T est impliqué dans au moins deux fonctions dis
tinctes, l'une intervenant dans la réplication et l'autre dans la transforma
tion, et que les mutants ts a "classiques" sont probablement affectés dans
ces deux fonctions à la fois. Le mutant P155 est également caractérisé par
une délétion de 12pb située entre les nt 1347 et 1360 (Gélinas et al., 1982).
Cette délétion est située dans une région codant pour antigênes moyen t et
grand T (voir fig. 1), et enlève a P155 son pouvoir tumorigine in vivo, sans
affecter sa capacité de transformation in vitro (Gélinas et al., 1984). Le
mutant P155, étant capable de transformer, mais non de se répliquer, â 39°C,
pouvait donc être utilisé pour transformer à cette température des cellules
de souris (permissives), sans risque de les tuer. En raison de l'ambivalence
des cellules de souris vis-à-vis du virus du polyome, la plupart des études
sur la transformation par ce virus avaient été faites avec des cellules semi-
permissives (de rat ou de hamster principalement). Notre laboratoire a donc
utilisé P155 pour infecter des cellules d'embryons de souris à 39°C, et ainsi
isoler une lignée de cellules transformées aux propriétés uniques: la lignée
Cyp (Bourgaux et al., 1978).
Différents clones et sous-clones ont été isolés à partir de la li
gnée Cyp (fig. 2) et tous possèdent, à des degrés divers, la capacité de pro
duire, après transfert â température permissive de 33°C, de l'ADN de P155,
monomérique, non défectif et non réarrangé, et des particules virales infec
tieuses (Bourgaux et al., 1978; Delbecchi et al., 1981). Cette production
survient dans 50 à 80% des cellules selon les clones et atteint son maximum
FIGURE 2; Généalogie de la lignée Cyp:
La lignée Cyp trouve son origine dans un foyer de cellules em
bryonnaires de souris transfornées par ts P155 à 39°C (Cyp (P155)). Des éta
pes de clonage successives ont produit plusieurs générations de clones dont
la première est constituée ici par les clones CIO, Cil, C12 et C13. Le pro
duit d'excision de ces clones, lorsqu'ils sont transférés à 33°C, est ts P155
(indiqué entre parenthèses à côté de chaque clone). La seconde génération
représentée regroupe les clones issus du clone C12. Le clone C12 - al est l'un
d'entre eux; il a été classé à part parce qu'il génère à 33°C un autre pro
duit d'excision en plus de P155: Sm I. Enfin, la troisième génération re
présentée est issue du clone C12 - al. Tous ces sous-clones ont les mêmes
produits d'excision que le clone parental i.e. Rm I et P155, sauf le clone
S48 qui en génère un troisième; Rm II, molécule sur laquelle toute l'atten














dans les 48 heures suivant le transfert de température (Bourgaux et al., 1978),
soit la durée d'un seul cycle d'infection, suggérant que l'ADN viral libre
accumulé à 33°C provient de génomes viraux intégrés dans l'ADN cellulaire,
par excision suivie de réplication de l'ADN excisé. La cartographie des sé
quences virales intégrées a d'ailleurs été faite pour les clones CIO, Cil, C12,
C13 et C12-al (Chartrand et al., 1981). Cette cartographie a montré qu'il y
avait toujours au moins une copie complète d'ADN viral intégré, et que les
séquences cellulaires situées à "gauche" de l'insertion virale semblaient i-
dentiques d'un clone à l'autre, si l'on se fiait à la similitude frappante des
positions des sites d'enzymes de restriction (voir fig. 3.3). Cette similitu
de n'était pas surprenante dans la mesure où les cellules Cyp dérivent d'un
seul foyer de transformation (Bourgavix et al., 1978), donc sans doute d'un
seul événement d'intégration de l'ADN de ts - P155 dans le génome cellulaire.
Toutefois, cette même similitude indiquait une remarquable stabilité de la jonc
tion ADN viral - ADN cellulaire "gauche", alors que l'organisation interne des
séquences virales intégrées différait grandement d'un clone à l'autre (Char
trand et al., 1981).
Les cellules Cyp fournissaient donc, en théorie, un excellent systè
me d'étude de l'excision du génome du polyome à partir de l'ADN cellulaire.
Dans cette étude, le clone C12-al dérivé du clone C12 par isolement sur agar
semi-liquide, s'est très vite révélé particulièrement intéressant. En effet,
s'il produisait à 33°C de l'ADN de P155 comme les autres clones, C12-al synthé
tisait majoritairement (à 95%) une molécule plus lourde que nous avons appe
lée Rm I (Sylla et al., 1980).
La structure de Rm I est maintenant bien connue: il s'agit d'une
FIGURE 3; Rm I, produit d'excision du clone C12 - al.
3.1 Carte physique simplifiée de Rm I:
Le trait continu représente les séquences virales de P155 conte
nues dans Rm I tandis que le trait discontinu en représente l'insertion cellulai
re (Ins). Ins contient un site Bgl II absent de P155 et un site supplémentaire
pour les enzymes Hind III et Bam HI. Les coordonnées sur l'ADN viral sont données
en unités de carte physique. Les fragments Hind III contenant des séquences cel
lulaires sont aussi représentés (flèches concentriques).
3.2 Fragment de Rm I compris entre les sites viraux Hinc II aux nt 2962
et 3466 (ou Hinc II - L):
Ce fragment contient toute l'insertion cellulaire et a sa plus gran
de partie commune avec Hpa II - L (voir texte), qui va des nt 2991 â 3677.
a. Les chiffres encerclés (de 1 à 10) indiquent la position des frag
ments Mbo I de Hpa II - L (la partie de Mbo 1-4 allant des nt 3466 à 3677 n'est
pas montrée ici). Les principaux sites enzymatiques viraux et cellulaires sont
montrés.
b. Carte enzymatique détaillée de Hinc II - L.
3.3
A. Organisation du génome viral intégré de C12 - al.
B. Jonction "gauche" agrandie du génome intégré (ou encore jonction
provirus) commune aux clones CIO, Cil, C12, C13 et C12 - al.
C. Cartes de Rm I et P155 coupés au site viral Hinc Il/Sal I à 26.5
unités (nt 2962).
L'alignement du génome viral intégré (B) avec les produits d'exci
sion obtenus à partir du clone C12 - al permet de voir la similitude entre eux.
Cette similitude indique que, dans les cellules C12 - al, les séquences cellulai
res à "gauche" du génome intégré sont souvent entraînées lors de l'excision de
ce dernier, générant ainsi Rm I.
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molécule comportant le génome complet de P155, en plus d'une répétition vira
le de 182 pb (nt 3092 à 3273) et d'une insertion d'ADN cellulaire de 1628 pb
(appelée Ins) encadrée par la répétition virale (Bourgaux et al., 1982; Sylla
et al., 1980, 1984 b; Bakary S. Sylla, Thèse de Doctorat).
La partie cellulaire de Rm I (Ins) dérive de la "gauche" du génome
viral intégré; les positions des sites de restriction de Ins et celles de la
région cellulaire adjacente aux génomes viraux intégrés des clones Cyp présen
taient une similitude frappante (Chartrand et al., 1981).
Lorsque Rm I est traité par Hpa II nous obtenons un fragment allant
du nt viral 2991 au nt viral 3677, et comprenant toute l'insertion cellulaire
(Ins). Ce fragment a été baptisé Hpa II-L. Quand il est traité par Mbo I,
Hpa II-L génère dix sous-fragments numérotés de 1 â 10 suivant leurs poids
moléculaires décroissants (fig. 3.2). Mbo 1-4 est entièrement viral (nt 3384
à 3677). Mbo I-l et -2 se retrouvent aux jonctions viral - cellulaire; Mbo I-l
contient la jonction que nous appelerons ultérieurement (joint provirus) et
Ifbo 1-2, la jonction E^. (joint d'excision; voir résultats, section G et dis
cussion). De plus, Mbo I-l et - 2 contiennent chacun le même segment viral de
182 pb (nt 3092 à 3273), ce qui revient à dire qu'il y a une bonne homologie
de séquences entre eux (voir résultats, hybridation avec une sonde Mbo 1-2
♦ 7, section F-2-1, fig. 11 a). Les autres fragments Mbo I sont entièrement
cellulaires. L'hybridation des fragments Mbo I de Hpa II-L avec une sonde cel
lulaire 3T6 montre que les fragments Mbo 1-3, - 5 ou - 6 et - 8 contiennent de
l'ADN répétitif (Sylla et al., 1980, 1984 b), ce qui a été confirmé par le sé-
quençage de Ins. La séquence de Ins montre que les fragments Mbo 1-3,-6,
- 8 et - 9 sont homologues a de l'ADN de souris représentant au moins deux
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familles répétitives distinctes. Le fragment Mbo 1-3 contient une séquence
remarquablement similaire à celle du consensus de l'élément répétitif B2 de
la souris (Krayev et al., 1982). Le fragment Ilbo 1-6 semble analogue à une
séquence trouvée dans un ADN recombinant incluant un membre de la famille Alu,
appelé BLUR-8 (Bam HI - Linked Ubiquitous Repeat). Ce dernier possède des
séquences homologues à une partie de l'origine de réplication des papovavi-
rus (Jelinek et al., 1980). Les séquences Alu, qui sont très conservées chez
les mammifères, sont d'ailleurs soupçonnées d'être des origines de réplication
cellulaire (Laskey and Harland, 1981). Ces séquences communes entre l'origine
de réplication des papovavirus et les membres de la famille Alu contiennent
une région d'attachement pour l'antigène grand T de polyome (Gaudray et al.,
1981). Le fragment Mbo I - 6 de Hpa II-L contient effectivement (nt - 407 à
- 418) une séquence analogue â l'origine de réplication de polyome (voir fig. 4)
Cela suggère que Rm I pourrait contenir deux régions d'attachement de l'anti
gène grand T: une au niveau de l'origine de réplication virale et une autre
dans l'insertion cellulaire. Dans son ensemble, la séquence de Mbo 1-8 n'est
homologue à aucune des séquences d'éléments répétitifs déterminés à ce jour.
Les fragments Mbo 1-1,-2,-5 et -7 sont de l'ADN cellulaire unique.
t
La séquence de Ins donne d'autres informations: a) une répétition
inversée inparfaite de 7 pb termine Ins: à la jonction on retrouve la
séquence 5' - TGAGCCT-3', tandis qu'a la jonction P^, on retrouve la séquence
5' - TGTGCCT - 3' (Bourgaux et al., 1982); b) on y retrouve des éléments ré
gulateurs de la transcription (voir fig. 4): "TATA box" (Pribnow et Hogness-
box, promoteur de transcription), "CAT box" (site d'attachement de la RNA po-
lymérase), AATAA (signal de polyadénylation des ARNs messagers), séquences
FIGURE 4; Carte détaillée de Rm I:
La carte circulaire de Rm I est représentée au centre avec les
principaux sites enzymatiques. La numérotation sur l'ADN viral va de 1 à 5292
dans le sens horaire à partir de l'origine de réplication. La numérotation de
Ins est faite de -1 à -1628 dans le sens antihoraire; celle encadrée est celle
de Rm I (de 1 â 7102) à partir de l'origine de réplication virale.
Les deux chaînes d'ADN précoce (E) et tardive (L) sont représen
tées par deux cercles concentriques autour de la carte de Rm I. Ins y est faci
lement repérable par ses traits discontinus, tandis que les répétitions virales
sont représentées par des flèches épaisses.
La position de l'origine virale est représentée par les nucléoti-
des GCAGAGGCCG(X) ainsi que par la séquence "enhancer" , 1586) située dans
cette région. Ins semble contenir quelques séquences de ce genre (e^ disséminés
dans la portion pointillés), en plus d'une autre origine de réplication poten
tielle (ATGCAGAGGCCG(X)).
Des signaux de transcription sont aussi retrouvés dans Ins:
CAT box sites de reconnaissance de la RNA polymérase.
TATA box promoteur de la transcription.
AAATAA signaux de polyadénylation des ARN messagers.
e^ sites de "super-entrée" de la RNA polymérase nécessai
res vivo.
La portion de cercle la plus externe représente l'ARN précurseur
de VPl (protéine de la capside virale) avec la région épissée (en zig-zag) et
les limites de la région condante en nt. On constate que Ins interrompt la ré
gion codant pour VPl. Le point d'interrogation indique que nous ignorons à
l'heure actuelle si une protéine hybride est fabriquée dans C12 - al.







































"enhancers" (Welher et al., 1983) analogues à cexix de polyome et de SV40 (si
tes d'entrée de la RNA polymërase nécessaires in vivo). Tous ces éléments
suggèrent que des séquences de Ins pourraient être transcriptes, à partir
d'un promoteur cellulaire, dans les cellules C12 - al,les résultats obtenus
dans notre laboratoire par Benoit Chabot (mémoire de maîtrise, 1981) l'indi
quaient déjà.
L'arrangement de Rm I rappelle les éléments transposables et les
structures cointégrées issues de phénomènes de transposition (Calos et Miller,
1980). L'insertion cellulaire est terminée par les doublets TG - CA qui font
chacun partie de la répétition cellulaire inversée et les mêmes doublets ter
minent invariablement les éléments transposables (Flavell, 1981). Les répé
titions pourraient être reconnues par des enzymes impliqués dans la recombi
naison (voir discussion).
En regard de l'excision de l'ADN de ts - P155, Rm I constituait un
problème. Les recherches effectuées jusque là sur des cellules de rat trans
formées par un mutant ts a montraient que l'ADN excisé était entièrement vi
ral, de taille homogène et reflétait fidèlement l'organisation du génome vi
ral intégré (Basilico et al., 1979 b ; Gattoni et al., 1980; Lania et al., 1982;
Zouzias et al., 1977). Cette excision semblait se faire par un mécanisme de
recombinaison intramoléculaire homologue (Gattoni et al., 1980; Lania et al.,
1982), certains travaux indiquant que l'antigène grand T intervenait dans ce
mécanisme (Basilico et al., 1979 a et b, d'autres suggérant que grand T n'était
pas nécessaire (Lania et al., 1982).
Si la production de P155 par les cellules Cyp s'inscrivait bien dans
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la ligne de ces résultats, Rm I, molécule hybride avec son insertion cellulai- "
re semblait unique parmi eux. Il est surtout remarquable que C12 - al synthé
tise Rm I préférentiellement, alors que les autres clones Cyp ne produisent
que de l'ADN de P155.
D'autres cas d'excision de molécules hybrides, contenant à la fois
des séquences virales et cellulaires, avaient été rapportées. Dans des cellu
les transformées par SV40, l'ADN excisé était composé de molécules très hété
rogènes en taille, en général hybrides, et contenant l'origine de réplication
virale (Botchan et al., 1979). Un modèle d'excision avait été proposé pour
expliquer ces résultats, modèle faisant intervenir une recombinaison illégi
time durant la réplication in situ du génome viral intégré (Botchan et al.,
1979). Dans le cas de cellules de rat transformées par polyome, des molécules
hybrides, de taille hétérogène également, pouvaient être obtenues si l'absence
de répétitions de séquences dans l'ADN viral intégré empêchait une excision
par recombinaison homologue. La fréquence d'excision était beaucoup moins é-
levée toutefois que dans les cas de telles répétitions de séquences virales
étaient présentes (Colantuoni et al., 1982).
Rm I se distinguait de ces deux types de molécules hybrides par deux
particularités sans précédent dans la littérature: a) Rm I était une molécule
d'une taille définie et produite systématiquement lors du transfert des cellu
les C12 - al â 33°C, ce qui démontrait un mécanisme d'excision très spécifique
et très reproductible, b) la production de Rm I, chez C12 - al était grande
ment favorisée par rapport à celle de P155, bien que le clone C12 - al contien
ne deux copies complètes intégrées en tandem tête-à- queue du génome viral, in
diquant que le mécanisme d'excision de la molécule hybride était de rares
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spécificité et efficacité.
Découvrir la particularité du clone C12 - al et les raisons de la
production préférentielle de Rm I pouvait jeter des lumières sur le mécanisme
d'excision de l'ADN de polyome, d'une façon générale. La première question
que l'on pouvait se poser à ce sujet était la suivante: comment pouvait-on
expliquer, chez C12 - al, la production simultanée de Rm I et de P155? Un
seul type d'insertion virale, en un site cellulaire unique, ayant été trouvé
chez C12 - al (Chartrand et al., 1981), les deux molécules: Rm I et P155,
semblaient donc provenir de la même structure intégrée. L'on pouvait imagi
ner cependant que Rm I et P155 étaient produits dans des sous-populations
cellulaires différentes. Un sous-clonage de C12 - al a donc été entrepris,
qui a conduit a l'isolement d'une centaine de clones indépendants. L'ADN li
bre synthétisé par les clones à 33°C a été analysé, afin de déterminer si cer
tains n'allaient produire que Rm I, et d'autres seulement P155. Tous produi
saient en fait les deux molécules et dans les mêmes proportions que le clone
parental (Bakary Sylla, résultats non publiés). Rm I et P155 étaient donc
synthétisés dans les mêmes cellules. Toutefois, l'un des sous—clones analy
sés, le clone S48 (fig. 2), produisait, en plus de Rm I et P155, une troisi
ème molécule, plus lourde que les deux premières.
La caractérisation de cette molécule appelée Rm II a vite révélé
son intérêt. Alors que plusieurs questions concernant l'excision de Rm I
et de P155 restaient en suspens, Rm II allait peut-être apporter certains
éléments de réponse. Rm II, obtenu dans le clone S48 par une simple induc
tion (transfert à 33°C), s'est rapidement montrée contenir des séquences cel
lulaires allant au-delà des séquences Ins contenues dans Rm I. Or, ces
19.
séquences étaient très attendues puisqu'elles pouvaient nous éclairer sur le
mécanisme d'excision dans les cellules Cyp et ce, parce qu'elles représen
taient probablement l'état des séquences telles qu'elles existent avant ex
cision. De fait, les résultats obtenus de la caractérisation de Rm II ont




Les conditions de culture des cellules Cyp ont déjà été décrites
(Bourgaux et al., 1978).
Extraction et purification de 1'ADN viral;
Le transfert des cellules Cyp de 39°C à 33°C entraîne une produc
tion d'ADN viral qui est maximale après environ 48 heures. A ce moment, le
milieu de culture est enlevé par aspiration et l'ADN viral est récolté par la
méthode de HIRT (1967). Après deux extractions au phénol-chloroforme (50:50)
saturé avec du Tris-HCl 0.IM pH 7.4, et une extraction au chloroforme - isoamyl-
alcool (24:1), l'ADN viral est finalement purifié par sédimentation à l'équi
libre sur gradient de chlorure de césium (CsCl-EtBr) selon la méthode de
RADLOFF et al., (1967).
Digestion par les enzymes de restriction et électrophorèse sur gel d'agarose:
Les enzymes de restriction provenant de différentes compagnies (Bio-
labs, BRL, Amersham et Mannheim - Boehringer) ont été conservés et utilisés
conformément aux directives fournies par chacune d'elles. Les fragments d'ADN
obtenus après digestion par ces enzymes ont été séparés par électrophorèse sur
gels d'agarose de concentration variant de 0.7 à 1.4%, selon la taille des
fragments et le but recherché (analyse ou isolement préparatif). Les gels
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utilisés étaient soit des gels verticaux (14 x 18 x 0.3 cm) d'agarose normal
(Seakem) soit des gels horizontaux (20 x 15 x 0.5 cm) d'agarose fondant (BEL)
et l'électropiiorêse a toujours été effectuée à 100 volts dans du tampon E.
(Tris 0.04M pH 8.0, CH^COONa 0.005M et EDTA O.OOIM). Après électrophorèse,
les gels étaient colorés pendant 15 minutes dans un bain d'eau bidistillée
contenant 2 ug/ml d'EtBr et photographiés sous ultra-violet (254 nm) avec une
caméra Polaroid.
Isolement préparatif de fragments d'ADN;
Deux méthodes ont été utilisées alternativement:
a) dans le premier cas, les fragments d'ADN ont été séparés sur gel
d'agarose normal et le fragment désiré a été recueilli par électroélution et
purifié par.des extractions au phénol et à l'éther suivies d'une précipitation
à l'éthanol (Chouickh et al., 1979),
b) dans le deuxième cas, les fragments ont été séparés sur gel ho
rizontal d'agarose fondant et la tranche de gel contenant le fragment voulu a
été découpée. Elle a ensuite été fondue à 65°C pendant 15 minutes, transfé
rée à 37°C pour une autre période de 15 minutes et diluée avec un double vo
lume de tampon Tris - HCl 50mM ph 8.0, EDTA 0.5mM préchauffé à la même tempé
rature. L'ADN a été, là aussi, purifié par des extractions au phénol et à
l'éther suivies d'une précipitation à l'éthanol.
Préparation des sondes radioactives:
Les sondes d'ADN radioactives ont été préparées selon la méthode de
WEINSTOCK (1978), en utilisant l'ADN polymérase complète de E. coli (enzyme de
Komberg, Boehringer - Mannheim) et deux à quatre triphosphates nucléotidiques
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oc (250 Ci/nnnole, Amersham).
Transfert de l'ADN sur nltrocellulose et hybridation;
Après électrophorèse analytique, les fragments d'ADN séparés sur
gel d'agarose ont été transférés sur un papier de nitrocellulose (BA-85,
Schleicher and Schuell) selon la méthode de SOUTHERN (1975), et les filtres
ont été cuits sous vide à 80°C pendant deux heures.
La préhybridation des filtres de nitrocellulose a été effectuée
dans une solution de Denhardt lOx (Denhardt, 1966), à 68°C pendant deux heu
res. L'hybridation s'est faite dans "la même solution contenant en plus de
g
l'ADN de sperme de saumon (50 ug/ml) et la sonde radioactive (1 à 5 x 10 cpm
/filtre) pendant seize heures à 68°C.
Après hybridation, les filtres ont été lavés à 68°C dans du SSC 2x,
SDS 0.5% pendant une heure, puis dans du SSC 2x pendant deux périodes succes
sives d'une heure. Les filtres ont ensuite été séchés à 37°C et mis à auto-
radiographiés à -70°C avec des films XRP-1 de Kodak et un écran intensifiant
(Cronex Par Speed, Dupont).
Clonage dans un secteur plasmidique;
Clonage de Rm I et Rm II;
Une préparation d'ADN obtenue à partir du clone S48 et non purifiée
sur gradient de CsCl - EtBr en raison de la petite quantité de matériel dispo
nible a servi pour ce clonage. Cette préparation contenant surtout de l'ADN
de P155 a été traitée par l'enzyme Bgl II qui ne coupe pas l'ADN du polyome
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et qui fait une seule coupure dans Rm I et dans Rm II. Le plasmide pBR322,
extrait de la souche de coli (Guerry et al., 1973) et purifié sur gra
dient de CsCI - EtBr (Bauer et Vinograd, 1968), a été linéarisé par Bam HI
qui fait une seule coupure dans le gène de résistance à la tétracycline (Sut-
cliffe, 1978). Les deux préparations ont été mélangées dans un rapport 2:1
de l'ADN à cloner (Rm I etRm II) par rapport à pBR322. La ligation des frag
ments a été effectuée dans 100 ul d'un tampon contenant du Tris - HCI 20 mM
pH 7.6, du MgCI^ 10 mM, du DIT 50 mM, de l'ATP 0.6 mM et 5 unités de TA DNA
ligase (Boehringer - Mannheim), â 22°C pendant 15 heures. Nous avons employé
O.I ug d'ADN recombinant pour transformer E. coli X 1776 (souche plus facile
à transformer que coli HBIOI) selon la méthode de NORGARD (1978). Les bac-
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téries au phénotype Amp tet (Bolivar et al., 1977) ont été repiquées sur
un milieu agar - ampicilline en deux répliques identiques. Après 40 heures
d'incubation, l'une des répliques a été transférée sur filtre de nitrocellulo-
se et hybridée avec une sonde virale selon la méthode de GRUNSTEIN et HOGNESS
(1975). Chaque colonie bactérienne présumée intéressante a été reprise de la
réplique restante, mise en culture et l'ADN recombinant a été analysé sur gel
d'agarose après une extraction rapide (Bimbouim, 1979). L'analyse sur gel
permettant de vérifier le poids moléculaire du recombinant de même que l'o
rientation de son insertion (par l'emploi d'enzymes de restriction adéquats),
les colonies bactériennes contenant les recombinants cherchés ont été ainsi
identifiés et amplifiés ensuite en présence de chloramphénicol (Bolivar et
al., 1977). Comme la souche XI776 s'est avérée ne pas être très productive
en ADN plasmidique, les recombinants sélectionnés ont été transférés dans la
souche HBIOI (Cohen et al., 1972), souche fournissant des rendements élevés
(jusqu'à I mg d'ADN recombinant par litre de milieu de culture). Le
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recombinant contenant la molécule Rm II entière coupée par Bgl II et clonée
dans le site Bam HI de pBR322 a été nommée pRBHG - II - 1 et sa contrepartie
chez Rm I, pRBHG - I - 1.
Clonage du fragment Hind III - 2 de Rm II:
Le fragment Hind III - 2 de pRBHG - II - 1 qui contient toutes les
séquences uniques à Rm II a été isolé de ce recombinant pour être recloné dans
le site Hind III de pBR322. L'ADN recombinant a donc été coupé par Hind III
et par Hpa II, ce dernier enzyme faisant de nombreuses coupures dans tout le
recombinant mais aucune dans le fragment Hind III - 2 et ainsi ce dernier a-
t-il pu être isolé libre de tout contaminant. Le vecteur recombinant a servi
à transformer coli HBlOl.
Le site Hind III plasmidique étant situé aussi dans le gène tétra-
cycline, la façon de retracer la colonie bactérienne intéressante est la même
que décrite précédemment. Des recombinants obtenus, le seul utilisé de façon
extensive a été appelé pRH - II - 1 (fig. 8c).
Marquage d'extrémités de fragments d'ADN;
Le marquage des extrémités 3'-0H de fragments d'ADN générés par des
enzymes de restriction a été réalisé selon la procédure de WITTEK et MOSS
(1980).
Digestion partielle par enzymes de restriction pour fins de cartographie;
Les réactions enzymatiques ont été effectuées sur de l'ADN marqué â
une seule extrémité 3'-OH, pendant un temps donné mais en faisant varier les
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quantités d'enzymes de restriction utilisées (de 0.001 à 5 unités pour 0.2 ug
d'ADN (Smith et Biriisteil, 1976). Après digestion et électrophorêse analyti
que, les gels ont été colorés et photographiés comme décrit plus haut, puis
séchés et autoradiographiés à l'aide de films XRP - 1 de Kodak et d'un écran
intensifiant.
Séquencage d'ADN;
Les fragments d'ADN à séquencer ont également été marqués aux ex
trémités 3'-OH, puis recoupés avec un enzyme de restriction de façon à sépa
rer les bouts marqués. Les sous-fragments marqués ont été purifiés par élec
trophorêse préparative, isolés et séquencés suivant la méthode de MAXAM et
GILBERT (1977). Les électrophorèses ont été effectuées à 1600 volts jusqu'à
migration désirée sur des gels d'acrylamide 8% ét 16% (34 x 40 x 0.4 cm) et
dans du tampon TBE (Tris 0.09M, acide borique 0.09M, EDTA 0.0025M). Les gels
ont ensuite été transférés sur des films dé plastique, recouverts d'un papier
cellophane et mis à autoradiographier à -70^0 pendant un minimvim de 16 heures
avec un écran intensifiant.
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RESULTATS
A. Dans les cellules S48, l'excision produit une molécule plus lourde
que Rm I:
Le clone S48 est dérivé du clone C12 - al. Ce dernier produit
deux types de molécules à 33°C: 1) de l'ADN de P155, produit d'excision
détecté dans tous les clones Cyp lors de leur transfert de 39°C à 33°C, et 2)
Rm I, molécule hybride contenant le génome de P155, avec une répétition vira
le de 182 pb et une insertion cellulaire de 1628 pb provenant de la "gauche"
du génome viral intégré (voir Introduction).
La séquence complète de P155 n'est pas connue. Le poids moléculaire
de l'ADN de P155 a donc été tout au long des travaux expérimentaux, pris comme
étant celui de l'ADN de la souche A^ (5292 pb) dont la séquence est connue
(Soeda et al., 1979, 1980; Tooze, 1981). Toutefois, la séquence de l'ADN
d'un virus plus proche de P155 que ne l'est le "Crawford small-plaque"
(CSP) vient d'être publiée et comporte 5351 pb (Rothwell et Folk, 1983). Avec
la séquence de k^ comme référence, Rm I ferait donc 7102 pb, tandis qu'il en
ferait 7161 si on basait sur celle de CSP. Quelques figures de ce travail
sont tirées de publications qui ont vu le jour avant que la séquence de CSP
ne soit publiée. Par ailleurs, la séquence complète de P155 n'étant pas con
nue, nous avons pris le parti de conserver la numérotation de la souche A2
dans ce mémoire.
Le clone S48 produit, comme le clone parental, Rm I et P155, mais
FIGURE 5; Les produits d'excision du clone S48:
Le clone S48 contient les formes circulaires covalents (CC) et
circulaires ouvertes (OC) de Rm I, de P155, ainsi que d'une molécule plus lour
de appelée Rm II.
Les préparations d'ADN employées proviennent d'extraits de Hirt
(ADN de petit poids moléculaire) de cellules du clone S48 (pistes 1, 3 et 4)
et de cellules 3T6 infectées par le virus P155 (piste 2: marqueur). Les pré
parations apparaissant dans les pistes 2 et 3 ont subi une étape de purifica
tion sur gradient d'isodensité en CsCl - EtBr. Les échantillons ont été soumis
à une électrophorëse sur gel d'agarose 1%, puis l'ADN a été dénaturé, buvardé
sur filtre de nitrocellulose, hybridé avec une sonde virale radioactive (1 x
10 cpm) et le filtre a été autoradiographié (temps d'exposition: 18 heures;
voir matériel et méthodes).
Description:
Piste 1 Préparation d'ADN venant de cellules du clone
S48 maintenues â"39°C. Il n'y a pas d'ADN
viral libre retrouvé à cette température.
Pistes 3 et 4 Préparation d'ADN venant de cellules du clo
ne S48 transférées à 33°C pendant 48 heures
après deux (a) et quatre (b) passages in vi-
Piste 2
tro à 39 G.
Préparation d'ADN marqueur P155.
0.2 ug d'ADN de chaque préparation a été déposé sur gel.
Fig. 5
PI55 (OC)>
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FIGURE 6; Dérive de production du clone S48 durant les passages précoces.
C12 - al : marqueur Rm I (formes CC et OC) purifié à partir du
clone C12 - al, l'ADN de P155 de ce clone étant très
peu visible.
P155 : marqueur P155 (formes CC et OC) identique à celui de
la figure 5.
48 a : ADN viral produit â 33°C par le clone S48 jusqu'au 4°
passage vitro. Il y a production équivalente de
Rm I et de Rm II et très peu de P155.
48 c ; ADN viral produit par S48 après le 8° passage vitro.
Rm II demeure présent en faibles proportions, Rm I dis
paraissant et P155 devenant majoritaire. Ce patron est
désormais celui du clone S48 après ce 8° passage.
Les préparations de marqueurs contiennent chacune 0.1 ug d'ADN tan
dis que les préparations du clone S48 contiennent 0.5 ug d'ADN total. Toutes
les préparations sont des extraits de Hirt. L'ADN des pistes C12 - al, P155 et
48 c a été purifié sur gradient de CsCl - EtBr. Les échantillons ont été soumis
à une électrophorèse sur gel d'agarose 1%. Le gel a ensuite été coloré dans un
bain d'EtBr et photographié (cf. matériel et méthodes; temps d'exposition; 60
secondes).











aussi une autre molécule apparemment plus lourde que Rm I et faisant un poids
moléculaire approximatif de 7800 pb (fig. 5). Originalement, le clone 848
contenait Rm I et cette molécule plus lourde en proportions égales, et con
tenait Rm I et P155 dans des proportions qui ressemblaient à celles retrou
vées dans le clone C12 - al. Toutefois, après huit passages in vitro, pour
une raison qui demeure obscure, ce clone produisait majoritairement de l'ADN
de P155, Rm I devenant dès lors indétectable (fig. 6). Des difficultés tech
niques nous ont empêchés de reproduire cette dérive de production.
Ces trois molécules: P155, Rm I et la molécule plus lourde que
nous appelerons dès lors Rm II hybrident avec une sonde virale (fig. 5).
B, Carte physique préliminaire de la molécule appelée Rm II: .
Les coupures effectuées par des enzymes de restriction dans les pro
duits d'excision du clone 848 nous ont démontré que Rm II avait un site Bgl II
comme Rm I (site probablement d'origine cellulaire). De plus, cette molécule
comprend des séquences cellulaires apparentées à celles existant dans Rm I,
comme l'indique sa réaction avec la sonde Hpa II - L (fig. 7). Cette son
de recouvre les séquences allant du site Hpa II viral situé au nt 2991 au si
te Hpa II viral â 3677, et comprend toute l'insertion cellulaire (Ins) de Rm
I (voir carte, fig. 8a). La dénomination Rm II s'accorde donc bien avec la
parenté existant entre cette molécule et Rm I.
Les fragments les plus gros produits par Hinc II et Bam HI semblent
chacun alourdis de 700 pb chez Rm II par rapport à Rm I, ce qui coïncide bien
(  avec l'augmentation générale de poids moléculaire d'une molécule par rapport
à l'autre (fig. 7). Des résultats analogues ont été obtenus avec Hind III
FIGURE 7; Quelques sites enzymatiques présents chez Rm II et Rm I.
L'ADN de petit poids moléculaire des clones C12 - al (pistes 1, 3
et 5) et 548 (pistes 2, 4 et a été traité par Eco RI (pistes 1 et 2), Bam HI
(pistes 3 et 4) et Hinc II (pistes 5 et 6). Les tailles des formes linéaires de
Rm I et P155 (7102 et 5292 pb, respectivement, et fragments Hinf I de pBR322 sont
indiqués comme marqueurs de poids molécul^iire â droite de 1'autoradiogramme tandis
que les trois composants tertiaires de Rm L et de P155 sont indiqués a gauche.
Piste 1; on y aperçoit deux bandes, l'une très intense, Rm I linéai
re, et l'autre plus faible et plus légère, P155 linéaire.
Piste 2; â ce passage du clone 848, Rm I a disparu et P155 devient
assez important (dernière bande). La première bande importante (les deux bandes
supérieures faibles sont issues de traitement partiel) repréfeente la forme linéaire
de Rm II qui fait environ 700 pb de p]ua que Rm I.
Piste 3; le fragment supérieur d'intensité plus faible est la forme
linéaire de P155 chez qui Bam HI fait une seule coupure. La deuxième bande est le
fragment Bam HI - 1 de Rm I (4473 pb) tandis que la troisième est Bam HI — 2 (2629
pb) .
Piste 4; les deux premiers fragments de faible intensité sont des
partiels. Le fragment suivant est Bam HI - 1 qui est enrichi de 700 pb chez Rm II
(par rapport â Rm I) et qui se retrouve comigrant avec la forme linéaire de P155.
Le dernier fragment est Bam HI - 2 qui est le même que chez Rm I (cf. piste 3).
Piste 5; le fragment supérieur est Hinc II - A (4788 pb) commun à
P155 et Rm I (voir recouvrement avec la sonde des nt 3466 à 3677, fig. 8). Le sui
vant est Hinc II - L (2313 pb) de Rm I qui est pratiquement inclus dans la sonde
Hpa II - L. Le dernier est Hinc II - B de P155 (504 pb) qui est aussi presqu'in
clus dans la sonde.
Piste 6: la première bande faible semble être P155 linéaire (partiel).
La seconde est Hinc II - A de P155. Sur la photo (non montrée), ce fragment est
enrichi de 700 pb et il comigre avec le composant linéaire de P155. Le transfert
sur nitrocellulose ne semble pas avoir bien réussi pour ces deux fragments supé
rieurs. Ensuite, on retrouve Hinc II - L qui semble identique chez Rm I et Rm II;
enfin, on retrouve Hinc II - B de P155 au bas du gel.
Les préparations d'ADN sont des extraits de Hirt purifiés sur gradient
de CsCl - EtBr; chaque préparation de C12 - al contient 0.5 ug et celles de 548 en
contiennent 0.1 ug. Après électrophorèse et transfert sur filtre de nitrocellulo'-
ce dernier a été hybridé avec la sonde Hpa II - L à raison de 1 x 10 cpm. Temps
d'exposition: 6 heures.
Les digestions par Hind III ne sont pas montrées ici mais sont rappor
tées dans le texte.
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FIGURE 8: Carte de Rm I avec région modifiée chez Rm II.
Légende ;
séquences virales
I  I séquences cellulaires
v/iijM répétitions virales de Rm I (nt 3092 â 3273)
\  limite des régions précoce (E) et tardive (L)
\  dans le génome viral (cf. introduction)
ori origine de réplication virale
8a) Carte circulaire de Rm I:
données.
Les principaux sites enzymatiques sont indiqués avec leurs coor-
La sonde Hpa II - L recouvre la région marquée par des croix.
Les flèches concentriques représentent les fragments de Rm I qui
sont enrichis de 700 pb chez Rm II.
8b) ^ Portion de Rm I linéarisée allant des sites viraux Hind III (nt
1656) à Hinc II (nt 3466). D'après les renseignements obtenus de la figure 7,
il semble que les changements survenant dans Rm II soient limités aux sites vi
raux Hind III (nt 1656) et Hinc II (nt 2962); ces changements sont indiqués par
la notation V + ? i.e. viral + séquences d'origine inconnue). Il s'agit en fait
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(non montrés); le fragment Hind III - 2 est plus lourd chez Rm II de 700 pb,
de telle façon qu'il comigre avec le fragment Hind III - 1, fragment unique
ment viral commun à Rm I, P155 et Rm II. Donc, nous pensions à ce point de
nos travaux, que toutes les différences entre Rm II et Rm I se ramenaient à
un fragment compris entre les sites viraux Hind III (nt 1656) et Hinc II (nt
2962), les deux molécules étant identiques pour le reste (fig. 8). Nous é-
tions en fait dans l'erreur.
Le patron obtenu avec l'enzyme Hpa II ne concordait pas avec cette
conception. En effet, on retrouvait chez Rm II un fragment alourdi de beau
coup plus de 700 pb (non montré), comme si des sites Hpa II viraux, présents
chez Rm I étaient absents chez Rm II. En raison de la présence simultanée
de Rm I et P155 dans les extraits du clone S48, il nous était impossible de
savoir quels étaient ces sites Hpa II éventuellement absents chez Rm II. Pour
poursuivre la caractérisation de Rm II, il nous a donc fallu le cloner à l'ai
de d'un vecteur plasmidique.
C. Caractérisation et comparaison des recombinants pRBHG - II - 1 et
pRBHG - I - 1;
La méthode de clonage de Rm II dans le plasmide pBR322 a été décri
te dans Matériel et méthodes. Le recombinant contenant la molécule Rm II en
tière coupée par Bgl II et clonée dans le site Bam HI de pBR322 a été appelé
pRBHG - II - 1, tandis que sa contrepartie chez Rm I a été appelée pRBHG - I -1.
L'étude comparée des deux recombinants nous permit assez vite d'éta
blir que les différences entre Rm I et Rm II n'èxcluaient pas la région com
prenant le site Hinc II viral situé au nt 2962, contrairement à ce que nous
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pensions tout d'abord (fig. 9).
En effet, le site Hinc II se trouve être également un site Sal I
chez P155 et Rm I; un des deux sites Hinc II de pBR322 étant aussi un site
Sal I, le recombinant pRBHG - I - 1 possédait donc deux sites Sal I. Or,
pRBHG - II - 1, lui, n'en possédait qu'un seul qui se révéla être le site
plasmidique (résultats non montrés).
Il y avait donc, chez Rm II, un site Hinc II distinct du site Hinc
II/Sal I de Rm I, mais positionné comme lui par rapport au site Hinc II vi
ral au nt 3466, puisque le clivage de Rm II par Hinc II donnait un fragment
comigrant avec le fragment Hinc II - L de Rm I (fig. 7, pistes 7 et 8; fig.
Sa). Selon toute probabilité, ce site devait être un site cellulaire.
Venant étayer cette hypothèse, la carte "des génomes intégrés des
clones Cyp (Chartrand et al., 1981), nous indiquait qu'il y avait, près de
l'insertion virale, un site Hinc II non reconnu par Sal I, site situé à gau
che des séquences cellulaires emportées par Rm I lors de l'excision (fig. 3.3),
Par ailleurs, l'enzyme Sma I, qui coupe ts P155 et Rm I au nt 2990 ne coupait
pas pRBHG - II - 1 alors qu'il aurait dû le faire si les séquences virales
avoisinant cette position avaient été présentes.
A l'aide des résultats obtenus avec tout une série d'enzymes, nous
avons pu établir les cartes de pRBHG - I - 1 et pRBHG - II - 1 qui sont mon
trées à la fig. 9.
La comparaison de ces deux cartes permet de voir notamment que Rm I
et Rm II possèdent un site Eco RI, deux sites Bam HI, l'un viral et l'autre
FIGURE 9; Organisation des plasmides pRBHG - I - 1, pRBHG - II - 1 et





pRBGH - I - 1 Rm I traité par Bgl II et clone dans le
site Bam HI de pBR322.
pRBHG - II - 1
pRH - II - 1
Rm II traité et cloné de même façon.
fragment Hind III de Rm II (référer à la
flèche concentrique) cloné dans le site
Hind III de pBR322.





répétitions virales retrouvées dans Rm I (Rm II semble n'en
contenir qu'une copie).
fragment Hind III de Rm II retrouvé dans le recombinant
pRH - II - 1.
sites reconnus par l'enzyme Ava II.
sites reconnus par l'enzyme Hha I.
sites reconnus par l'enzyme Hinf I.
jonction provirus du génome viral intégré (cf. figure 3.3).
régions de pRBHG - II - 1 cartographiées avec précision,
partie comprise entre les sites Bam HI cellulaire et Sal I
plasmidique.
celle allant des sites Bam HI cellulaire à Kpn I viral,
site cellulaire que nous avons d'abord cru être d'origine vi
rale jusqu'à ce que l'on s'aperçoive qu'il n'était par recon
nu par l'enzjrme Sal I (le site correspondant dans pRBHG - I - 1
est aussi relevé).
l'un des nombreux sites Hpa II du recombinant pRBHG - II - 1



































































cellulaire, deux sites Hinc II, tous les deux viraux chez Rm I (l'un des
deux étant aussi un site Sal I), l'un viral (nt 3466) et l'autre cellulaire
chez Rm II, ce dernier site étant placé sensiblement à la même distance du
site Bam HI cellulaire que le site viral Hinc II / Sal I, chez Rm I. pRBHG -
II - 1 contient comme pRBHG - I - 1 deux sites Kpn I viraux, l'un au nt
4693 et l'autre au nt 2176. Ce dernier est le dernier site viral certain
de Rm II. Le premier site cellulaire semblant être le site Hinc II (marqué
d'un astérisque sur la fig. 9), la transition viral-cellulaire chez Rm II a
donc été située entre le site Kpn I (nt 2176) et le site Hinc II cellulaire
(zone pointillée sur la fig. 9).
Rm II semblait donc contenir, par rapport a Rm I, une addition de
séquences cellulaires (le site Hinc II d'origine cellulaire en témoigne) et
une délétion d'une partie de l'ADN viral, les sites Sma I (nf 2990) et Sal I
(nt 2962) étant disparus. Pour mieux caractériser la première et pour déter
miner avec précision les limites de la seconde, nous avons entrepris de faire
la cartographie détaillée d'une région de pRBHG - II - 1, celle s'étendant du
site Hinc II / Sal I plasmidique au site Kpn I viral à 2176 nt (région indi
quée par des croix sur la carte de pRBHG - II - 1, fig. 9b).
D. Cartographie du fragment Sal I - Kpn I;
Pour cette cartographie, nous avons suivi les étapes suivantes;
1. D'abord, le recombinant pRBHG - II - 1 a été coupé par Bam HI,
ce qui produit deux fragments (fig. 9b), le site Bam HI plasmidique, site de
clonage, n'étant plus reconnu par l'enzyme. Les bouts cohésifs générés ont été
marqués en 3'-OH par l'enz3nne Klenow avec les quatre triphosphates radioactifs
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(voir matériel et méthodes).
2. Cette préparation a été recoupée par Sal I (au site Hinc II /
Sal I plasmidique) et par Kpn I (qui coupe l'ADN viral aux nt 2176 et 4693).
Des cinq fragments générés par l'action combinée de ces trois enzymes, les
troisième et quatrième (par ordre décroissant de PM), les fragments Bam HI
cellulaire Kpn I viral et Sal I plasmidique - Bam HI cellulaire, marqués cha
cun à leur extrémité Bam HI, ont été recueillis par isolement préparatif sur
gel d'agarose fondante (voir fig. 9b, la région de pRBHG - II - 1 souligné
par des croix), puis cartographiés séparément.
Le principe de la cartographie physique d'une molécule d'ADN est
d'effectuer des digestions complètes et partielles du même fragment marqué
à une seule extrémité. D'après la taille des fragments partiels obtenus,
la position des sites reconnus par les enzymes de restriction qui ont géné
ré ces fragments peut être déduite, le point de référence étant le bout mar
qué (Smith et Bimsteil, 1976). Par exemple, dans le fragment Kpn I à Bam HI
(2350 pb) qui nous intéresse, l'enzyme Hinc II fait une seule coupure. La
digestion complète du fragment de 2350 pb nous donne un fragment de 1500 pb
non marqué et un de 850 pb marqué. L'enzyme Hinc II effectue donc sa coupu
re à 850 nt du site Bam HI marqué. Une digestion partielle du fragment de
2350 pb nous donne, en plus du fragment non marqué de 1500 pb et de celui de
850 pb marqué, le fragment intact de 2350 pb marqué.
3. D'après les résultats obtenus auparavant, le fragment Sal I
plasmidique - Bam HI cellulaire semblait être le même dans les deux recombi
nants pRBHG - II - 1 et pRBHG - I - 1. Nous avons vérifié avec les enzymes
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Hinf I, Hind III, Alu I, Pvu II, Ava II et Hae III que tel était bien le cas.
4. Le fragment Bam HI cellulaire - Kpn I viral dans lequel se re
trouvaient toutes les particularités de Rm I, a été analysé à l'aide d'une bat
terie d'enzymes: Hinc II, Alu I, Ava II, Hae III, Hha I, Hinf I, Hph I, Mbo I,
Pst I, Hpa II et Pvu II.
La carte de la figure 10 met en évidence les conclusions auxquelles
nous sommes arrivés en ce qui concerne l'organisation de Rm II:
4.1 Tous les sites cellulaires présents chez Rm I ont été retrouvés
chez Rm II, suggérant que toute l'Ins est contenue dans Rm II. La région carto-
graphiée présente en effet une remarquable homologie avec Hpa II - L (fig. 3.2).
Rm II hybridait avec la sonde Hpa II - L (fig. 7) et nous verrons plus loin qu'el
le hybride avec la sonde Mbo 1-2+7 (voir fig. 3.2, Mbo 12+7 est un sous-
ensemble de Hpa II - L). Rm II semble contenir, en continuité avec Ins, des sé
quences (quelque 1500 pb) qui ne sont apparentées ni à des séquences virales ni
a des séquences plasmidiques, donc présumément d'origine cellulaire (rappelons-
nous que le site Hinc II (fig. 3.3) contenu dans le fragment cartographié est
présent dans les séquences cellulaires à "gauche" de Ins, comme ce fut démontré
dans l'étude des génomes viraux intégrés (Chartrand et al., 1981)). Nous verrons
plus loin qu'en effet cette addition de séquences dans Rm II est d'origine cel
lulaire. La transition entre les séquences de Ins et celles particulières à
Rm II se ferait entre le site Ava II, dernier site commun à Rm I et à Rm II,
et le site Hinf I, premier site cellulaire propre à Rm II (voir zone quadrillée
sur le fragment Kpn I - Hpa II, fig. 10).
4.2 Les quelques 300 nucléotides au-delà du site Kpn I semblent être
FIGURE 10; Carte physique détaillée d'une partie de Rm II:
La carte montrée ici récapitule l'ensemble des renseignements ob
tenus jusque là, aussi bien avec le plasmide pRBHG - II - 1 qu'avec les frag
ments Sal I plasmidique - Bam HI cellulaire et Bam HI". cellulaire - Kpn I vi
ral. Le segment d'ADN représenté sur la carte est en fait le fragment de
pRBHG - II - 1 allant des sites viraux Kpn I (nt 2176) à Hpa II (nt 3677; voir
figure 9 b), auquel on aurait enlevé toute la partie plasmidique. Ce fragment
contient toutes les séquences cellulaires présentes chez Rm I (du moins, tous
ses sites enzymatiques) continuées à leur gauche par la partie cellulaire par
ticulière à Rm II.
La limite entre ces deux zones cellulaires est représentée par la
boîte avec des croix, entre un site Ava II que l'on croit appartenir à Ins et
un site Hinf I appartenant vraisemblablement à la région particulière à Rm II.
La limite viral-cellulaire de Rm II est représentée par .la boîte
vide surmontée d'un point d'interrogation, située entre deux sites Pst I, l'un
supposé d'origine virale (nt 2451) et l'autre, cellulaire.
P indique l'autre jonction viral-cellulaire de Rm II. Cette der
nière (joint provirus) est celle du génome viral intégré dans le génome cellu
laire (on la retrouvait aussi à la figure 9).
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d'origine virale, comme l'indiquent l'ordre et la position des sites de clivage.
La transition ADN viral - ADN cellulaire semble être située après le nucléotide
2451 (site Pst I). Cela signifie qu'une partie au moins des séquences virales
localisées entre les nucléotides 2500 et 3092 est absente chez Rm II, la répé
tition virale directe caractéristique de Rm I (nt 3092 à 3273) étant donc absen
te de Rm II (fig. 10). Les séquences virales s'arrêtent donc au nt 2500 environ,
pour reprendre au nt 3092 au-delà de Ins. Le bilan de ces différences entre Rm
I et Rm II: addition de 1500 pb cellulaires, délétion de 600 pb virales, absen
ce de l'vine des répétitions virales (182 pb), donne un surplus de 700 pb environ
chez Rm II par rapport à Rm I.
E. Sous-clonage de la portion d'ADN particulière à Rm II.
A cette étape du travail, trois questions se posaient:
1) quelle était la nature des séquences cellulaires "ajoutées" dans
Rm II?
2) quelles étaient les limites exactes de la délétion virale?
3) q;uelle était la nature de la jonction viral-cellulaire particu
lière à Rm II, comme de la jonction entre Ins et l'ADN cellulaire adjacent?
Pour être en mesure de répondre à ces questions sans ambiguités, nous
avons décidé de recloner une partie du plasmide pRBHG - II - 1, celle allant du
site Hind III inscrit dans Ins, au site Hind III viral au nt 1656, ce fragment
contenant toutes les séquences particulières à Rm II (voir fig. 9). Ce fragment
a été cloné dans le site Hind III de pBR322 et le recombinant produit et caracté
risé a été appelé pRH - II - 1 (voir matériel et méthodes et fig. 9c).
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De ce recombinant, il était facile d'isoler le fragment Hind III
clone, c'est à l'aide de ce dernier que nous avons continué notre étude de
Rm II.
F. Confirmation de la nature des séquences uniques à Rm II et précision
de la délétion virale;
Deux approches ont été utilisées:
a) Le fragment Hind III - 2 de Rm II provenant de pRH - II - 1 a été
coupé par une série d'enzymes de façon à fournir un large éventail de fragments
séparables par électrophorëse, fragments qui ont ensuite été buvardés sur filtres
de nitrocellulose et hybridés avec des sondes radioactives synthétisées à partir
des ADNs suivants: 1. de l'ADN de P155 provenant de cellules 3T6 infectées,
2. de l'ADN cellulaire extrait de cellules 3T6, 3. les fragments Mbo I - 2 7
de Hpa II - L (voir Introduction, fig. 3.2), 4. le fragment Hpa II - L entier,
et 5. le recombinant pRH - II - 1 complet. Les deux dernières sondes ont été
utilisées lors d'une deuxième hybridation de filtres de nitrocellulose, pour
mettre en évidence les fragments de ADNs marqueurs de PM.
b) l'ADN de P155 a été coupé par une série d'enzjrmes et hybridé avec
la sonde pRH - II - 1 complète.
F.l Limites de la délétion virale:
Nous avons voulu déterminer avec plus d'exactitude où s'arrêtaient les
séquences virales comprises dans Rm II, puisque ce dernier contient ime délétion
virale.
Nous avions de bonnes raisons de penser que l'ADN viral allait
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jusqu'au site Pst I situé au nt 2451. L'hybridation du fragment Hind III - 2
et de l'ADN de P155, coupés par différents enzymes, avec les sondes P155 et
pRH - II - 1, respectivement (se reporter axix deux types d'approches cités pré
cédemment), avait justement pour but de nous assurer que ce site Pst I viral
était bien présent chez Rm II et, éventuellement, de déterminer jusqu'où les
séquences virales allaient au-delà de ce site.
De fait, ces expériences nous ont montré que le site Pst I (nt 2451)
était bien présent et que l'ADN viral continuait sur une cinquantaine de pb a-
prês lui (résultats non montrés), mais ne devait pas continuer de toute façon
plus loin que le premier site cellulaire rencontré, un autre site Pst I (voir
fig. 10). Le séquençage de la jonction de Rm II allait nous donner la limi
te des séquences virales avec beaucoup plus de précision (section G-2).
F.2 Les séquences cellulaires particulières à Rm II sont en continuité
avec celles de l'ins et contiennent de l'ADN répétitif.
Le fragment Hind III - 2 de Rm II coupé par différents enzymes a été
hybridé avec les sondes Mbo I — 2 + 7 et l'ADN de cellules 3T6. Pour plus de
compréhension, nous avons représenté au bas de la légende de la figure 11, le
fragment Hind III - 2, avec les sites de clivage des enzymes employés et la lo
calisation des sondes radioactives utilisées, ainsi que les fragments Mbo I de
Hpa II - L que Hind III - 2 est supposé contenir.
F.2.1 Hybridation avec la sonde Mbo 1-2+7 (fig. lia).
Il semblait évident, à ce point de nos travaux, que les séquences de
Ins étaient contenues dans Rm II, continuées à leur "gauche" par de l'ADN
FIGURE 11; Hybridation du fragment Hind III ~ 2 de Rm II, traité par des
enzymes de restriction, par les sondes Mbo I-2 + 7 et 3T6.
Après les différents traitements enzymatiques, les fragments d'ADN
ont été séparés sur gel d'agarose 1%, transférés sur filtre de nitrocellulose
et hybridés avec la sonde radioactive (voir matériel et méthodes). Les autora
diogrammes montrés dans les panneaux A et C proviennent de gels identiques dont
un exemplaire est montré en B (coloration â l'EtBr, temps d'exposition: 60 se
condes). Hind 111 - 2 a été non traité (piste 1), traité par Pvu 11 (piste 2),
Kpn 1 (piste 3), Hha 1 (piste 4), Pst 1 (piste 5), San 3A (piste 8), Bam Hl_
(piste 9), Hinc 11 (piste 10), Hph 1 (piste 11), et Hpa 11 (piste 12). 0.1 ug
d'ADN a été déposé sur la piste 1 et 0.2 ug sur les autres.
L'ADN marqueur est le fragment Hpa 11 - L (provenant de Rm 1 cloné
dans pBR322) traité par Bam H1 (piste 6) et par Sau 3A (piste 7). Les nombres
à droite des panneaux A et C indiquent la taille en pb des fragments Bam Hl et
Sau 3A de Hpa 11 - L mis en évidence par les sondes. La position de Hind 111 - 2
(3030 pb.) et de Hpa 11 - L (2495 pb) est également montrée. 2 x 10^ cpm de la
g
sonde Mbo 1-2+7 et 5x 10 cpm de la sonde d'ADN cellulaire ont été utili
sés sur les panneaux A et C, respectivement - 0.2 ug d'ADN a été déposé dans ces
pistes.













La légende est la même qu'à la
figure 10.
Les flèches représentent les frag
ments Mbo 1 de Hpa 11 - L supposés
être présents dans Hind 111 - 2
(partie Bam H1 - Hind 111 de Mbo 1
- 3, Mbo 1-5, Mbo 1 - 7 et par
tie cellulaire de Mbo 1 - 2).
Les zones présvunées d'hybridation
avec les sondes sont également r^
présentées.
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cellulaire propre à Em II (se reporter aux conclusions données â la fin de la
section E). Dans ce cas, les fragments Mbo I les plus à gauche de Hpa II - L.
Mbo I - 2 et Mbo I - 7 ( voir fig. 3.2) devaient se retrouver dans Rm II, juste
à droite de la jonction cellulaire - cellulaire. C'est ce qu'indiquait claire
ment aussi la cartographie du fragment Kpn I - Hpa II (fig. 10).
Le fragment Mbo I - 2 de Hpa II - L est constitué de séquences vira
les (des nt 2991 â 3273 (fig. 3.2)), et d'une partie cellulaire de 199 pb. La
partie virale du fragment Hind III - 2 de Rm II qui va du nt 1656 au nt 2500
environ (voir sections E et F-1) ne doit donc pas hybrider avec celle de Mbo I -
2. Le fragment Mbo 1-7 est entièrement cellulaire et contient 145 pb (Baka-
ry Sylla, thèse de doctorat).
L'autoradiogramme montré à la figure lia correspond au gel de la fi
gure 11b. La piste 1 contient le fragment Hind III - 2 non traité illuminé par
la sonde Mbo 1-2+7. Dans toutes les autres pistes, on retrouve à cette po
sition une bande provenant de traitements enzymatiques incomplets. Dans les
pistes 2, 3 et 4, les enzymes Pvu II (nt 2032), Kpn I (nt 2176) et Hha I (nt
2310), enlèvent, dans l'ordre, 376, 520 et 654 pb à gauche du fragment Hind III
- 2. On retrouve donc, dans la figure 11b, dans chaque piste, un fragment lourd
contenant toute la partie cellulaire de Hind III - 2 de Rm II et un fragment lé
ger entièrement viral. De Pvu II à Hha I, les fragments lourds qui hybrident,
seuls, avec la sonde Mbo I - 2+7, sont de poids moléculaires décroissants tandis
que les bouts entièrement viraux retranchés par ces enzymes sont de poids molé
culaires croissants. A la piste 5, Pst I donne cinq fragments (fig. 11b). Le
(  plus lourd faisant environ 1370 pb est compris entre le site Hind III cellulaire
et le site Pst I le plus à droite de Hind III - 2 (voir carte au bas de la
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légende). On retrouve une seconde bande de 700 pb constituée de deux fragments
comigrant, le fragment allant du site Hind III viral au site Pst I viral suivant
(à gauche de Hind III - 2) et un fragment Pst I - Pst I entièrement cellulaire
(au centre de Hind III - 2). Enfin, il y a deux petits fragments à peine vi
sibles au bas du gel, qui sont les deux fragments situés au niveau de la jonc
tion viral-cellulaire. Seul le fragment le plus lourd est illuminé par la son
de (fig. lia), ce qui confirme la présence des séquences de Ins â la droite du
fragment Hind III - 2 de Rm II. Aux pistes 6 et 7, on voit de l'ADN de Hpa II -
L traité par Bam HI et paç Sau 3A (Mbo I) respectivement. La bande supérieure
de la piste 6 est le fragment Hpa II - L non traité (2495 pb), la seconde (1673
pb) contient toute la partie droite de Hpa II - L (fig. 3.2) et hybride avec la
sonde 2 + 7 à cause des répétitions virales et la troisième (822 pb) contient
les fragments Mbo 1-2+7. La piste 7 contient des fragments de digestions
partielles (fig. lia). Le fragment Mbo I - 1 (539 pb) hybride avec la sonde à
cause des répétitions virales de Rm I; le fragment Mbo 1-2 (481 pb) et le
fragment Mbo I -7 (145 pb) hybrident, bien ententu, avec la sonde. . La piste 8
montre Hind III - 2 coupé par Sau 3A (Mbo I). Le fragment le plus lourd est
encore un partiel, puis vient un fragment de 1300 pb environ allant du site
Mbo I viral (nt 1857) à un site Mbo I cellulaire (fragment situé à la gauche
de Hind III - 2). Le troisième fragment (800 pb) est celui compris entre le
site Mbo I le plus à gauche de Ins et le premier site Mbo I rencontré à partir
de là dans les séquences propres à Rm II. L'hybridation de ce fragment avec
la sonde montre qu'il doit contenir la partie cellulaire de Mbo 1-2. Si la
cartographie de Rm II est exacte, le fragment Hind III - 2 doit aussi contenir
les fragments Mbo 1-5 (197 pb), Mbo 1-7 (145 pb), une partie de Mbo 1-3
(146 pb, allant du site Bam HI cellulaire au site Hind III cellulaire) ainsi
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qu'un fragment d'environ 230 pb unique à Rm II situé au centre de Hind III - 2
(voir carte de la légende, fig. 11). Tous ces fragments apparaissent sur la
photo de la figure 11b et parmi eux, seul le fragment comigrant avec le frag
ment Mbo I - 7 de Hpa II - L hybride avec la sonde. A la piste 9, Bam HI re
tranche à Hind III - 2, 146 pb près du site Hind III cellulaire. Le plus gros
fragment hybride donc seul avec la sonde 2+7. Aux pistes 10 et 11, Hinc II
et Hph I (dans l'ordre) donnent deux images similaires dans la mesure où ils
génèrent chacun deux fragments dans Hind III - 2 (fig. 11b), le plus léger é-
tant chaque fois celui qui est illuminé par la sonde Mbo 1-2+7, ce qui con
firme encore une fois la cartographie de Rm II. Quant â la piste 12, Hpa II ne
fait pas de coupure dans Hind III - 2 et donne donc un fragment correspondant â
Hind III - 2 non traité. En terminant, il est possible que certaines bandes que
l'on croit être des fragments de digestion partielle soient d'origine plasmidi-
que. En effet, le fragment Hind III - 2 a pu être contaminé par de l'ADN plas-
midique lors de sa purification et comme la sonde contient des séquences de ce
dernier, c'est ce qui expliquerait du moins, l'apparition de bandes plus lourdes
que Hind II - 2.
F.2.2 Hybridation avec de l'ADN de cellules 3T6 (fig. 11c).
Une sonde faite d'ADN cellulaire ne mettra en évidence que des frag
ments contenant de l'ADN répétitif i.e. présent en de nombreux exemplaires dans
le génome cellulaire. Nous savons maintenant que Rm I contient des séquences
répétitives dans les fragments de Hpa II - L Mbo I - 3,6,8,9 et 10 probablement
(voir Introduction), mais nous n'en étions sûrs à ce moment-lâ que pour Mbo I -
3 et - 8. En utilisant une sonde cellulaire, nous espérions mettre en évidence
d'autres zones d'ADN répétitif chez Rm II, dans le cas où elles auraient existé.
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L'autoradlogramme de la figure lie correspond au gel de la figure
11b, deux gels indentiques ayant servi, l'un pour l'hybridation avec la sonde
Mbo 1-2+7, et l'autre pour la sonde 3T6. Dans la piste 1, le fragment Hind
III - 2 non traité hybride avec la sonde cellulaire, ce qui n'était pas étonnant
à priori puisque Hind III - 2 contient une partie de Mbo 1-3 (voir F-2-1). Des
résultats semblables sont obtenus aux pistes 2, 3 et 4, où les enzymes PAm II,
Kpn I et Hha I, respectivement, donnent chacun un gros fragment contenant toutes
les séquences cellulaires de Hind III - 2 et, illuminé, bien entendu, par la son
de. A la piste 5, Pst I fournit déjà plus d'éléments intéressants: sur les cinq
fragments produits (voir F-2-1), seuls les deux plus lourds sont illuminés par
la sonde (fig. 11c); le premier (1370 pb) est le fragment allant de Hind III cel
lulaire au premier site Pst I rencontré à partir de là, et le deuxième (700 pb)
qui est double est constitué par un fragment entièrement viral et un fragment
entièrement cellulaire. Ce dernier est sans aucun doute celui qui hybride avec
la sonde 3T6, ce qui met en évidence une zone d'ADN répétitif dans les séquences
particulières à Rm II. Le fragment de 1370 pb pouvait devoir son illumination
avec la sonde 3T6 à cause des séquences appartenant à Mbo 1-3. A la piste 6,
le fragment Hpa II - L entier (le plus lourd) hybride avec la sonde. Le second
fragment (1673 pb) qui contient entre autres les fragments Mbo 1-3-6, -8, -9
et - 10 hybride aussi puisqu'il contient toutes les séquences répétitives de Hpa
II - L. Le troisième (822 pb) contient les fragments Mbo 1-2, -5 et -7 et
n'hybride pas avec la sonde 3T6. A la piste 7, on retrouve Hpa II - L traité
par Sau 3A (Mbo I, voir F-2-1). Si on néglige les fragments de digestion par
tielle, on voit que seuls les fragments Mbo I - 3 et - 6 apparaissent sur 1'au
toradiogramme de la figure 11c. A la piste 8, le traitement par Sau 3A de Hind
III ^  2 montre que le seul fragment fortement illuminé est le fragment de 800 pb
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contenant une partie de Mbo I - 2 et allant jusqu'au premier site Mbo I rencontré
dans la partie propre â Rm II. Etant donné que Mbo I - 2 ne contient que de
l'ADN cellulaire unique, c'est donc dans la partie propre â Rm II que se situe la
zone répétitive rencontrée. Ce résultat soulève deux problèmes: 1) l'on s'at
tendait à voir à la figure 11c, une bande correspondant à la partie Bam HI -
Hind III de Mbo 1-3, à la position du fragment Mbo 1-7 (cf F - 2 - 1), et ce
n'est pas le cas. Il pourrait y avoir deux explications à cela: a) ce frag
ment de petite taille serait à la limite de la détection avec une sonde cellu
laire et b) les séquences répétitives de Mbo 1-3 seraient cantonnées dans sa
partie Hind III - Bgl II (fig. 3.2, carte de Hpa II - L), le fragment Bam HI -
Hind III étant de l'ADN unique, 2) d'après les résultats obtenus avec Pst I,
le fragment Mbo I le plus lourd (1300 pb) allant du site Mbo I viral à un site
Mbo I cellulaire (à gauche de Hind III - 2 devrait aussi être illuminé par la
sonde cellulaire: ce fragment recouvre l'un des deux fragments Pst I contenant
de l'ADN répétitif (celui de 700 pb; voir carte de Hind III - 2 et le traitement
par Pst I, piste 5, fig. 11). T1 y a vers 1300 pb un fragment Mbo I faiblement
illuminé (fig. 11c), est-ce un partiel ou le fragment Mbo I en question? Il se
pourrait encore que le fragment Pst I de 700 pb possède des séquences répétitives
à son extrémité droite: ces séquences se retrouveraient alors dans le petit frag
ment Mbo I situé au centre de Hind III - 2, mais il reste possible encore une fois
que ce petit fragment soit à la limite de la détection à cause de sa difficulté
a être transféré efficacement sur filtre de nitrocellulose et à cause d'un trai
tement enzymatique partiel. De toute façon, le traitement par Sau 3A confirme
l'existence de l'ADN répétitif particulier à Rm II. Cet ADN serait localisé
dans la partie "uniquement Rm II" commune aux fragments Pst I - Hind III de 1370
pb et Mbo I de 800 pb (pistes 5 et 8), c'est-à-dire à la droite de la partie
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cellulaire propre à Rm II.
Dans les pistes 9, 10 et 11, Bam HI, Hinc II et Hph I, dans l'or
dre produisent chacun deux fragments dans Hind III - 2 (fig. 11b), seul le plus
lourd étant illuminé par la sonde (fig. 11c). La seule zone répétitive mise en
évidence est donc celle contenue dans les séquences cellulaires propres â Rm II,
puisque le fragment le plus léger, dans chaque cas, qui contient la partie Bam
HI - Hind III de Mbo 1-3 n'hybride pas avec la sonde (on voit d'ailleurs que
le petit fragment Bam HI - Hind III (fig 11b, piste 9) comigrant avec Mbo 1-7
des pistes 7 et 8 n'apparait pas sur 1'autoradiogramme de la figure 11c. Les
pistes 9, 10 et 11 confirment donc les résultats obtenus avec Sau 3A (piste 8).
La juxtaposition des résultats avec Hinc II et Sau 3A situe les séquences répé
titives de Rm II entre Hinc II et le site Mbo I immédiatement à sa gauche. La
piste 12 montre que Hpa II n'effectue pas de coupure dans Hind III - 2 (résul
tat identique à la piste 1).
F.3 Conclusions
1) On trouve bien en partant de la droite de Hind III - 2, les
fragments Mbo I de Hpa II - L situés à gauche de l'Ins, et dans l'ordre atten
du:
-  le segment Bam HI - Hind III de Mbo 1-3 (fig. 11b, pistes
8 et 9).
le fragment Mbo 1-5 (bande comigrant avec la bande 5+6 de
Hpa II - L traité par Sau 3A, fig. 11b, piste 8).
-  Mbo I - 7 et une partie de Mbo 1-2 (partie cellulaire; fig.
lia, piste 8).
56.
2) La partie cellulaire gauche l'Ins est liée aux séquences cel
lulaires propres à Rm II (ex.: fragment de 800 pb du traitement Sau 3A, piste
8, fig lia). Il y a donc continuité entre les séquences gauches de l'Ins et
les séquences cellulaires de Rm II. Le premier site enzymatique identifié com
me appartenant seulement â Rm II est le site Hinf I situé à environ 720 pb du
site Hind III cellulaire (voir carte de Kpn I - Hpa II, fig. 10). Si toute la
partie cellulaire de Mbo 1—2 est présente dans Rm II, cela situerait la tran
sition séquences de l'Ins - séquences cellulaires de Rm II à 199 pb à gauche du
dernier site Mbo I appartenant à l'Ins. Le séquençage de la jonction Eq de Rm II
nous apportera la preuve que toute la partie cellulaire de Mbo 1-2 est présen
te dans Rm II ( Section G-2).
3) Il y a au moins une zone d'ADN répétitif dans les séquences
cellulaires propres à Rm II, vraisemblablement entre le site Hinc II et le site
Mbo I â sa gauche (fig. 11c, pistes 8 et 10; voir la carte de Hind III - 2).
Cette zone pourrait éventuellement se poursuivre après le site Mbo I (fig 11c,
piste 5). Par ailleurs, les séquences répétitives de Mbo 1-3 pourraient être
localisées entre Hind III et Bgl II (fig. 11c, pistes 8 - 11).
4) Il n'y a probablement pas d'homologie entre les jonctions
ADN viral - ADN cellulaire de Rm II, comme c'était le cas pour Rm I (cf hybri
dation par la sonde Mbo I - 2 + 7 de Hpa II - L, fig. 11) si on prend pour ac
quis que Rm I et Rm II ont une des deux jonctions identiques (jonction F, fig.
10).
5) Il y a une délétion virale d'environ 600 pb dans Rm II (F-1).
6) La limite entre les séquences virales et cellulaires, en ce
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qui concerne la jonction formée lors de l'excision de Rm II, se situe autour
du nt 2500 du côté viral et â environ 1500 pb plus à "gauche" que les séquen
ces de l'Ins du côté cellulaire.
7) Comme le site Hinc II cellulaire a déjà été retrouvé dans la
partie cellulaire à gauche de l'Ins, lors de l'étude des génomes intégrés (Char-
trand et al., 1981), et que l'Ins semble en continuité avec les séquences cellu
laires retrouvées dans Rm II, ce que démontre les études effectuées dans les cel
lules normales de souris (Denis Allard, résultats non publiés), il nous est per
mis de croire que Rm II contient des séquences représentant le protagoniste cel
lulaire générant Rm I. Dans ce cas, en obtenant la séquence de la jonction cel
lulaire - cellulaire de Rm II - Rm I (région appelée Eq, fig. 12b et c), nous
devrions être plus en mesure de comprendre comment s'est effectué la recombinai
son entre les partenaires viral et cellulaire qui génère la jonction de Rm I
(fig. 12b).
G. Séquençage des jonctions chez Rm II.
La figure 12 illustre l'organisation des trois produits d'excision
du clone S48 i.e. tsP155, Rm I et Rm II. Le panneau b montre des portions liné
aires de ces trois molécules, allant du site viral Hind III (1,8 mu ou nt 1656)
au site viral Hinc II (36.0 mu ou nt 3466), de même qu'une portion linéaire du
génome cellulaire du clone Cyp C12-al.
Les jonctions intéressantes à séquencer chez Rm II y sont, aussi,
bien illustrées. La jonction PII (provirus) est la jonction entre le génome vi
ral intégré et le génome cellulaire. Comme cette jonction semble être la même
dans tous les clones Cyp (voir Introduction), il est prévisible que PII sera
FIGURE 12: Organisation comparée des trois produits d'excision du clone S48
à 33°C:
A  Cartes circulaires des produits d'excision, P155, Rm I et
Rm II. Les principaux sites enzymatiques sont indiqués avec leur position en
unités de la carte physique entre parenthèses.
B  Sections linéaires de ces mêmes produits d'excision: ces sec
tions sont celles représentées par des flèches en A. Elles se situent entre les
sites viraux Hind 111(1.8 unité)et Hinc. II (36.0 unités) . Ces séquences sont ali
gnées avec une région du génome cellulaire d'un clone Cyp (C12 - al) pour bien
montrer la provenance des séquences autres que virales retrouvées dans Rm I et
Rm II.
Correspondance en nucléotides des sites montrés:
Hind III 1.8 (1656) Eco RI 0/100 (1560)
Hinc II 36.0 (3466) Sal I/Hinc II 26.5 (2962)
Bam RI 58.0 (4632) Sma I 27.0 (2990)
Bel I 65.4 (5021) Bgl I 72.2 (87)
C  Carte physique de Rm II dans la région comprise entre les sites
viraux Kpn I (nt 2176) et Hinc II (nt 3466). Cette carte est pratiquement iden
tique à celle de la figure 10 qui allait jusqu'au site Hpa II (nt 3677). La lo
calisation des jonctions qui ont été séquencées, E^^, et E^, est indiquée.
Chacune de ces jonctions est contenue dans un fragment, représenté par une flè
che, qui a été isolé pour fin de séquençage, la tête de flèhe indiquant l'extré
mité non marquée.
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identique à PI (jonction homologue chez Rm I et dont la séquence est connue;
Bakary Sylla, thèse de doctorat). La jonction EU est la jonction d'excision
de Rm II. Sa séquence pourrait nous permettre d'en savoir plus sur le mécanis
me d'excision de Rm II. La jonction Ep est de loin la plus intéressante puisque
cette partie de Rm II représente la région d'ADN cellulaire où s'est effectué la
recombinaison ayant généré Rm I. La séquence de E^, jonction d'excision de Rm I,
est connue (Bakary Sylla, thèse de doctorat), et la séquence de l'ADN du virus
du polyome (souches A2 et CSP) également (Rothwell et Folk, 1983; Tooze 1981).
Nous connaissons donc la séquence du résultat de la recombinaison: la jonction
E]^, et l'un des deux protagonistes de cette recombinaison: l'ADN viral aux envi
rons du nt 3273. En séquençant Eq, nous aurions la séquence du deuxième prota
goniste: l'ADN cellulaire avant recombinaison. La juxtaposition de ces trois
séquences devrait nous apporter des éclaircissements sur le mécanisme d'excision
ayant produit Rm I.
G.l Isolement et séquençage du fragment contenant la région PII:
Le recombinant pRBHG - II - 1 (fig 9b) a été traité par Hinc II,
ce qui génère quatre fragments. Le troisième en taille, allant du site Hinc II
viral au nt 3466 au site Hinc II plasmidique et contenant la jonction PII, a été
isolé par électrophorèse sur gel préparatif. Ce fragment a été traité à son tour
par Hinf I, ce qui a produit quatre sous-fragments (fig. 9b). Le dexixième en tail
le (478 pb) a été isolé à nouveau sur gel préparatif. Il s'agit du fragment li
mité par les deux sites Hinf I les plus à droite du fragment Kpn I - Hinc II (fig.
12c). Il a ensuite été traité par Pst I, ce qui lui a retranché 134 pb du côté
viral (fig. 12c). Le fragment Hinf I - Pst I (flèche PII, fig. 12c) a été aussi
purifié sur gel préparatif, puis marqué au bout Hinf I par l'enzjrme de Klenow,
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avec du dATP.ocP^^ et un excès des trois autres triphosphates non-radioactifs.
L'extrémité Pst I qui a une extrémité 3' - OH en retrait n'est pas marquée
cette manière. Ce fragment marqué â une seule extrémité a été directement sé-
quencé par la méthode de MAXAM et GILBERT (1977).
La séquence de ce fragment révèle qu'effectivement, il n'y a pas
de différence entre Rm II et Rm I du point de vue de leur jonction provirale
(résultats non montrés). Cette jonction semble très stable dans les clones Cyp
malgré les étapes de clonage subies par les cellules Cyp et les nombreux passa
ges ^  vitro puisque P^^ de Rm II qui provient de S48 et P^ de Rm I qui provient
de C12 - al sont parfaitement identiques.
G.2 Isolement et séquençage de Eli et dé Ep:
Le recombinant pRH - II - 1 coupé par Ava II produit onze frag
ments (foir fig. 9c). Quatre de ces fragments ont cependant des poids molécu
laires avoisinants. En utilisant un deuxième enzyme: Hha I, qui fait de nom
breuses coupures dans le plasmide, une seule dans la section virale du recombi
nant et aucune dans l'ensemble des séquences cellulaires de Rm II (fig 9c), qua
rante-trois fragments sont obtenus dont le plus lourd (1600 pb), nettement sé
paré des autres, contient les deux jonctions E^^ et E^; il s'agit du fragment
limité par deux sites Ava II qui inclut les flèches E^j et E^ (fig. 12c). Les
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extrémités Ava II ont été marquées par l'enzyme de Klenow avec du dGTP.ocP . Le
fragment a ensuite été recoupé par Hinc II (site particulier à Rm II). Cet en
zyme génère deux sous-fragments marqués chacun à leur extrémité Ava II: l'un
de 1200 pb, qui contient la jonction et l'autre de 400 pb, contenant la
jonction E^ (fig 12c).
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G.2.1 Analyse de la séquence de EU:
La séquence de est illustrée aux figures 13 et 14b. La figure
13 montre un exemple de gel de séquençage réalisé en employant la méthode de
MAXAM et GILBERT (1977). La séquence déduite à partir de ce gel apparaît à
la figure 14b.
Ce qui est remarquable, c'est que cette séquence montre que la re
combinaison entre les partenaires viral et cellulaire s'est effectuée dans une
région cellulaire très monotone: le triplet 5' - CTG - 3' est répété vingt fois
(le triplet CTA apparaît à deux reprises). La recombinaison s'est effectuée en
tre les nt viraux 2492 et 2500. Pour préciser davantage le site de recombinaison,
il nous faut obtenir d'autres séquences: premièrement, la séquence cellulaire-,
précurseur, i.e. avant recombinaison, deuxièmement, celle de tsP155 autour du nt
2500, pour voir s'il y a des différences entre tsP155 et A2 à ce niveau. La sé
quence de CSP publiée tout récemment (Rothwell et Folk, 1983) nous suggère que
les changements qui surviennent dans la séquence de Rm II, par rapport aux nt 2492
a 2499 de A2, pourraient être déjà présents dans tsP155 (fig. 14b). Si cela était
vrai, cela préciserait, du côté de l'ADN viral l'endroit de la recombinaison qui se
situerait au nt 2499 de la séquence de A2 (2507 de la séquence de CSP).
Au niveau de cette jonction on retrouve la séquence 5' - CCTG-
AG - 3' (fig. 14b, ligne du bas), séquence semblant appartenir au partenaire viral.
Cette même séquence est retrouvée près des jonctions E^ et Eq du côté cellulaire
cette fois (fig. 14a). Il est possible que cette séquence soit reconnue par des
enzjanes impliqués dans la recombinaison (voir Discussion).
G.2.2. Analyse de la séquence de la région Eo:
FIGURE 13; Exemple de gel de sêquençage rapide réalisé en utilisant la mé
thode de Maxam et Gilbert (1977):
Un gel 8% court est un gel auquel on a fait subir une courte élec-
trophorese. Dans ce cas—ci, les migrations courte et longue ont été effectuées
sur le même gel, les échantillons à migration courte ayant été déposés une heure
et demie après ceux à migration plus longue avec lesquels l'électrophorèse est
débutée. Nous voyons qu'une migration longue permet une bonne résolution des
fragments qui se retrouvent dans le haut des pistes 8% court (indiqués par les
traits reliant les deux autoradiogrammes).
La séquence de la jonction E^^ est illustrée ici. Le site Ava II
(nt 2393) a été marqué en 3' - OH de telle façon avec la lecture directe du gel
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Fragment dont la séquence est lue directement sur gel.
La séquence qui est rapportée à la figure 14 b est donc la séquen
ce du brin complémentaire à celui qui est lu ici. De plus, ce qui est illustré
à la figure 14 b est une partie de ce qui est montré ici (illustré par les sé
quences encadrées; les séquences encadrées en double sont les séquences retrou
vées dans les deux autoradiogrammes).
La séquence a été lue jusqu'au premier site rencontré chez Rm II:
Pst I (cf. figure 12 c).














FIGURE 14; Les séquencea des jonctions E^, E^^ et E^:
a) Les séquences des partenaires participant à la recombinaison
qui génère la jonction E^ sont ici alignées avec la séquence de cette dernière.
La séquence virale est celle de la souche A2. L'alignement des trois séquences
permet de dire sans ambiguité que chez Rm 1, la partie virale se termine au nu-
cléotide 3271 et que la partie cellulaire commence au premier nucléotide de la
séquence UGAGCCT] . Le doublet CC souligné de deux traits, site précis de re
combinaison ADN viral - ADN cellulaire, est commun aux trois séquences et il est
difficile de dire si, dans Rm 1, le doublet est d'origine virale, cellulaire ou
mixte (voir figure 15). Nous avons choisi de dire que le nucléotide 3273 est le
dernier nucléotide viral de la jonction E^., le dernier nucléotide cellulaire é-
tant donc numéroté - 1628 à partir de la jonction P^. Noter que la séquence
IGAGCCT"] , qui termine la partie cellulaire de Rm 1 à chaque extrémité (à un nu
cléotide près), se retrouve dans E^. Elle est donc présente avant la recombinai
son qui produit E^.
L'hexanucléotide CCTGAG retrouvé chez E_ et E est présent aus-
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si au niveau de la jonction E^.^^ (panneau b, ligne du bas).
b) L'ADN de la souche A2 et celui de la région E^.^ de Rm 11 sont
alignés ici. Le site de recombinaison viral-cellulaire se situe entre les nt
viraux 2491 et 2501 (région encadrée). La séquence de la souche CSP à ce niveau
est également montrée pour que l'on voit qu'il se peut qu'une bonne partie des
séquences entre les nt 2491 et 2501 soit d'origine virale.
La chaîne complémentaire d'ADN viral entre les nt 2481 et 2495
est aussi représentée (ligne du bas) pour montrer que la séquence CCTGAG est re
trouvée dans les trois jonctions E^, E^ et E^^
F i g . 14








3280 3290 3300 3310
A2 Pr DNA 5'-AGGAGAGGTA TAGGCCCTCT CCTHACAGA GGGGCCCAAC
E(I)/Rn I 5'-AGGA6AGGTA TGGCCCCTCT CCTTTACAGA GGGGCCCCAC
CCAiniCA TCTAGGAGCA CAGHeiCAG GGTGTTTGTG
CCirGAGCCTI TGAAAGGAGG AATGTGtTAA GGTCGTCCCA
T












THE E(II)/Rm II SEQUENCE
2510 2520 2530 25'l0 2550
I  l I I I
GAATGGGAGT GTAAAGCTCA ATCTAGAAAA AAAGCACAGC AACAAA.AGGT-3
GGAT
CTGCTGCTGC TGCTGCTGCT GCTRCTGCTG CTGaACTGC TGCTGCTGa-3
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La séquence de Rm II autour de la région est représentée axix
figures 14a et 15. Cette séquence constitue le partenaire cellulaire avant que
ne s'effectue la recombinaison avec le partenaire viral pour donner la jonction
résultante de Rm I.
Cette séquence nous renseigne énormément quant au mécanisme d'ex
cision de Rm I dans les cellules C12 - al.
a) D'abord, les sept nucléotides cellulaires qui.terminent l'Ins
de Rm I et dont on retrouve une première copie à la jonction P^. et une deuxième,
inversée, à la jonction E^., existent dans E^. Leur présence n'est donc pas une
conséquence de l'excision. Il est possible que ces sept nucléotides soient aussi
des sites de reconnaissance pour des enzymes impliqués dans la recombinaison (voir
Discussion).
b) Une partie de ces sept nucléotides se retrouve dans la séquen
ce CCTGAG, déjà notée près de la jonction E^^ (fig. 14b, ligne du bas). Est-ce
que les mêmes enzymes de recombinaison, s'ils existent, sont responsables de la
jonction E__ et E ?
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c) Lorsque l'on aligne le dernier nucléotide du partenaire viral
(nt 3273) avec celui du partenaire cellulaire (nt - 162 ), il apparaît toute vine
série de courtes régions d'homologie parfaitement alignées entre elles. De tel
les boîtes d'homologie ont déjà été décrites pour les cas où une recombinaison
illégitime est médiée par des gyrases (topoisomérases) (Marvo et al., 1983, Mor-
rison et Cozzarelli, 1979).
Un tel alignement permet de voir qu'il y a eu ime sorte d'échange
FIGURE 15; Structures intéressantes observées quand on aligne E , E^. et
l'ADN viral.
Cette figure contient à peu près les mêmes séquences qu'à la figu
re 14 a. Cependant, la séquence virale montrée ici est celle de F155 (région
qui a été séquencée dans notre laboratoire). La seule différence qui existe en
tre P155 et A2, à ce niveau est le nucléotide 3268 qui était un A chez A2, main
tenant un C chez P155 (voir figure 14 a).
Les deux chaînes complémentaires de chaque ADN sont montrées. La
séquence appelée "Mouse" est celle de Rm II dans la région E^ et la numérotation
des nucléotides est en continuité avec celle de Ins de Rm I.
Lorsque le dernier nucléotide viral (3273) est aligné avec le der
nier nucléotide cellulaire (—1628), il apparaît une série de courtes régions
d'homologie entre les séquences virales et cellulaires, de part et d'autre des
jonctions E^ et E^. Ces régions représentées par des boîtes pointillées sont
parfaitement alignées et ressemblent beaucoup à celles décrites pour expliquer
la participation d'enzymes comme la gyrase dans les phénomènes de recombinaison
illégitime (Marvo et ai. 1983). Les doublets C - C sont encadrés parce que c'est
à leur niveau que s'effectue la recombinaison qui génère E^, sauf qu'il semble
que du côté viral, la recombinaison se soit effectuée au niveau du deuxième dou
blet C - C. Si un enzyme comme la gjrrase est impliqué dans ce genre de recom
binaison, il se produit un échange d'ADN au niveau des nucléotides pointés par
des flèches vides. Le produit de la recombinaison, la jonction E^ montre que
c'est au niveau du nucléotide 3273 que s'est possiblement produit un tel échange
(montré par une flèche noire).
Les sept nucléotides TCACCCT qui terminent Ins à ses extrémités
sont indiqués par des points noirs.
Une répétition inversée imparfaite de 12 à 14 pb est présente chez
Rm I, de part et d'autre de la jonction E^^. Chaque copie de cette répétition
vient de l'un et l'autre des partenaires de recombinaison (des nt - 1613 à 1624)
du côté cellulaire et des nt 3249 à 3262 du côté viral). Cette séquence a donc
été supposée être importante dans le positionnement des protagonistes et la pré
cision de la recombinaison qui en résulte.
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de paires C - G. Au niveau des séquences virales, il semble que cet échange
ait été réalisé au niveau de la deuxième paire C - G (voir flèche vide au-dessus
de la position nucléotidique virale 3273).
d) Une séquence de 12 à 14 pb se retrouve tant du côté viral que
du côté cellulaire avant recombinaison. Dans le premier cas, cette séquence est
à gauche du site de recombinaison et dans le deuxième cas, à droite de ce même
site (voir fig. 15, les flèches à trait fin). Le résultat est qu'il y a chez
Rm I une répétition inversée encadrant la jonction viral-cellulaire E^. Ces sé
quences pourraient également être importantes pour la précision de la recombinai
son qui génère la jonction E^, et donc la molécule Rm I.
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DISCUSSION
Notre travail de maîtrise avait pour but la caractérisation d'une
molécule (Rm II) synthétisée, en plus de Rm I et PI55, dans le clone S48, issu
du clone CI2 - al.
ïbn II est ime molécule plus lourde que Rm I. Son poids moléculaire
est estimé â 7800 pb si on se réfère à la séquence de la souche A2 du virus du
polyome (Tooze, I98I; voir figures 5 et 7). Son hybridation avec la sonde Hpa
II - L nous a tout de suite indiqué son lien de parenté évident avec Rm I (fi
gures 7 et 8). Sa caractérisation nous a démontré qu'elle contenait toute l'in
sertion cellulaire (Ins) de Rm I (figures 10, II, 14 et 15). La différence de
poids moléculaire entre Rm II et Rm I (+ 700 pb) s'est révélé être la somme d'u
ne addition de 1500 pb d'origine cellulaire et d'une délétion virale de 800 pb
(inclut la répétition virale de 182 pb et une région allant du nt 2500 à 3092;
(voir figures 10 et 14). L'addition de 1500 pb d'origine cellulaire est cons
tituée par les séquences cellulaires plus "à gauche" de Ins sur le chromosome.
Rm II emporte donc, lors de son excision, une composante cellulaire beaucoup plus
«
grande que celle existant dans Rm I. La cartographie physique détaillée de Rm II
nous a montré que ses séquences particulières ne contiennent pas beaucoup de si
tes reconnus par des enz3mies tels Hpa II, AIu I, Hae III, Hha I et Mbo I qui font
pourtant de nombreuses coupures dans l'ADN de PI55 et de pBR322 entre autres. De
plus, ces séquences de Rm II contiennent ime région d'ADN répétitif qui s'ajoute
à celles trouvées dans Ins (voir figure II). L'insertion cellulaire totale de
Rm II, y compris Ins, semble donc contenir deux îlots de séquences répétitives
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noyés dans de l'ADN cellulaire unique. L'intégration et l'excision semblent sur
venir dans des régions uniques, en ce qui concerne les cellules Cyp. Toutefois,
l'excision de Rm II semble faire intervenir une région d'ADN cellulaire monoto
ne qui, du fait qu'elle est relativement courte (60 pb environ), échappait à la
détection par hybridation avec la sonde cellulaire 3T6 (voir figures 13 et 14b,
figure 11c).
L'intérêt majeur de la molécule Rm II réside dans le fait que les sé
quences cellulaires qui lui sont particulières sont en continuité physique avec
celles de Ins. En effet, nous avons observé des fragments obtenus par des di
gestions par les enzymes San 3A et Pst I (voir figure 11) qui hybrident à la
fois avec la sonde Mbo I - 2 + 7 et avec la sonde 3T6. Ces deux sondes illumi
nant les mêmes fragments, nous sommes en mesure de dire qu'il y a effectivement
continuité physique entre Ins et les séquences propres à Rm II. De plus, l'en
zyme Hinc II qui a vin site de reconnaissance dans les séquences particulières à
Rm II a déjà été positionné à "gauche" de Ins dans l'étude des génomes intégrés
(Chartrand et al., 1981; voir figure 12b). Ce site Hinc II est situé à la mê
me distance du site Bam HI cellulaire tant dans la carte physique des génomes
intégrés que dans celle de Rm II (voir figures 9a et b; figure 12b). Enfin,
des travaux effectués dans notre laboratoire ont démontré que, dans des cellu
les normales de souris (i.e. non infectées), les séquences cellulaires de Mbo I -
2 de Hpa II - L sont en continuité avec les séquences particulières à Rm II (De
nis Allard, résultats non publiés). Tous ces éléments nous incitent à proposer
que les séquences cellulaires totales contenues dans Rm II représentent l'ADN
cellulaire tel qu'il est dans les cellules Cyp avant qu'il y ait recombinaison
entre les protagonistes cellulaire et viral générant Rm I. Pour être plus
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explicites, nous étions certains que la région cellulaire - cellulaire de Rm II
(représentée par E^, figure 12c) était la région précurseur de (jonction d'ex
cision de Km I, figure 12c).
Pour tenter d'éclaircir le (s) mécanisme (s) de recombinaison condui
sant â l'excision de ts P155, de Km I et de Rm II, nous avons séquencé les ré
gions suivantes dans Rm II; a) la jonction viral-cellulaire au site d'in
tégration du génome viral dans le génome cellulaire (joint "gauche" de l'inser
tion virale), b) 1^ jonction viral-cellulaire formée lors de l'excision
de Rm II, et c) E^, la région cellulaire préexistant à la formation de la jonc
tion d'excision E^ de Rm I (voir figure 12).
La séquence de la région Pj.^. ne diffère pas de celle de la jonction
Pj^, sa contrepartie chez Rm I (Bourgaux et al., 1982). Lors de l'analyse des
génomes intégrés chez différents clones Cyp, 1^arrangement des sites enzymati-
ques démontrait que cette jonction était remarquablement stable d'^im clone à
l'autre (Chartrand et al., 1981). Cette jonction semble donc ne pas changer
malgré les passages in vitro et les étapes de clonages subies par les cellules
Cyp, même si les séquences virales intégrées subissent des réarrangements d'un
clone à l'autre.
La séquence de la jonction illustrée aiax figures 13 et 14b, mon
tre que cette jonction s'est formée autour du nt viral 2500. Du coté cellulai
re, cette jonction se réalise dans une région monotone formée du triplet CTG
répété au moins 20 fois. Pour déterminer avec précision où s'est effectuée la
recombinaison conduisant â la formation de la jonction il nous faudra ob
tenir la séquence des deux partenaires qui y participent, i.e. ts P155 (aux
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alentours du nt 2500) et le génome cellulaire (à environ 1500 pb à "gauche"
des séquences de 1ns). Ainsi, nous serons en mesure d'aligner leurs séquences
et de déterminer si la recombinaison s'est bien effectuée au niveau d'un tri-
plet CTG. Nous ne possédons, â l'heure actuelle, que les séquences publiées
de CSP et de comme références de séquences virales. La séquence de CSP
(voir figure 14b) nous permet pour le moment de croire que les nucléotides
GGGACTACT (encadrés â la figure 14b) appartiennent au partenaire viral. La
présence du doublet TG (répété 12 fois) dans une région de l'ADN de cellules
de rat où s'est intégré le génome de SV40, a déjà été rapportée (Stringer, 1982).
Dans ce cas, à la jonction viral-cellulaire produite par une recombinaison il
légitime, les deux ADN ont une homologie de 5 nt. Ce genre de séquence monoto
ne pourrait constituer un "point chaud" où la probabilité de recombinaison se
rait accrue. Nous n'avons pas fait la séquence de plusieurs préparations de
Bm II pour vérifier si sa jonction d'excision se forme toujours au même endroit
sur le chromosome de souris ou si cette jonction peut se former à n'importe
quel CTG ou TG présent dans cette région du chromosome. Il est possible que la
séquence 5' — CCTGAG - 3' relevée à la figure 14b, et que l'on retrouve du cô
té cellulaire de la jonction de Rm I, soit importante pour la formation de
la jonction Ej.j.. Il faudrait savoir, 1) si cette séquence CCTGAG se retrouve
du côté cellulaire (la figure 14b donne à croire que cette séquence appartient
seulement au génome viral), sinon, 2) combien de nucléotides sont partagés, à
cette jonction, par les partenaires viral et cellulaire, ou encore, 3) s'il y
a des éléments ou des structures qui forcent la recombinaison à s'effectuer à
cet endroit et qui nous apparaîtraient si nous connaissions les séquences des
deux partenaires. Il est difficile de se prononcer, à l'heure actuelle, sur le
mécanisme d'excision de Rm II et de préciser si nous avons affaire en l'occurence
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à une recombinaison qui est illégitime ou spécifique de site.
La séquence de la jonction est de loin, la plus intéressante, par
ce qu'elle nous a fourni beaucoup d'éléments pour éclaircir le mécanisme d'ex
cision de Rm I. L'ensemble des résultats nous a montré qu'il y avait une con
tinuité physique entre les séquences cellulaires de Rm I et celles particulières
à Rm II, et que l'ensemble des séquences cellulaires de Rm II semblait être a—
gencées comme les séquences cellulaires adjacentes au génome intégré (voir ré
sultats, fin section F, et discussion sur les séquences cellulaires de Rm II).
Nous avons donc présumé que la région était la protagoniste cellulaire de la
recombinaison conduisant à la formation de la jonction E^. La séquence de la
région E^ est représentée aux figures 14a et 15. Plusieurs caractéristiques
intéressantes rassortent de ces figures: 1) les sept nucléotides cellulaires
inversés qui terminent Ins aux deux extrémités sont déjà présents avant la re—
combinaison qui génère E^. La répétition inversée ne s'est donc pas formée
lors de l'excision; elle pourrait avoir servi de site de reconnaissance pour
des enzymes de recombinaison. Il a été mentionné dans l'introduction que Ins
ressemblait aux éléments génétiques mobiles. Ins se termine par les nucléoti
des TG - CA et plusieurs séquences qu'elle contient pourraient être rapprocha-
bles de séquences de rétrovirus (eux-mêmes présumés provenir d'éléments trans-
posables; Bakary Sylla, thèse de doctorat; Flavell, 1981; Reddy et al., 1981;
Shimotohno et al., 1980). Les répétitions cellulaires inversées formeraient
une structure "tige et boucle" qui pourrait être reconnue par des enzymes de
recombinaison; 2) lorsqu'on juxtapose les derniers nucléotides viral et cellu
laire, on observe une série de courtes régions d'homologie parfaitement alignées
entre les séquences virales et cellulaires autour de la jonction E^.. Ces boîtes
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d'homologie rappellent celles qui ont déjà été décrites par Marvo et al. (1983)
pour expliquer le rôle des gyrases dans les phénomènes de recombinaison illé
gitime. Ces enzymes échangent des sous-unités liées â des fragments d'ADN
différents jusqu'à ce qu'un intermédiaire de recombinaison soit assez stable
pour être lié covalemment par une ligase. Si un tel enzyme participait à la
formation de la jonction E^, l'échange des sous-unités de la gyrase liées â
des fragments d'ADN cellulaire, d'une part et viral, d'autre part, se serait
effectué aux paires CG indiquées par des flèches blanches à la figure 15.
Lorsqu'une recombinaison illégitime a lieu entre deux molécules, cela provoque
dans la plupart des cas des réarrangements et/ou des délétions autour des jonc
tions (Hayday et al., 1982; Ruley et Fried, 1983; Stringer, 1982). Cela ne
semble pas être le cas ici; l'état des séquences cellulaires autour des géno
mes intégrés semble être le même que celui retrouvé dans les produits d'exci
sion, du moins par les indications obtenues par la position des sites enzyma-
tiques. Il reste bien sûr à obtenir et â comparer les séquences des clones
Cyp pour vérifier que de petites délétions ne soient pas passées inaperçues,
3) il y a, non loin de la jonction E^, et de part et d'autre de cette dernière,
une répétition inversée imparfaite de 12 à 14 pb. Cette répétition pourrait
aussi avoir un rôle important dans l'alignement des partenaires de recombinai-
sdn.
La constance de la production de Rm I par les cellules C12 - al et
les structures retrouvées dans Rm I pour expliquer la formation de Rm I nous
incitent à suggérer que l'excision de Rm I soit due à un mécanisme de recombi
naison "spécifique de site". L'agencement, trop précis à cet égard pour n'être
qu'accidentel, des séquences autour de la jonction E^ est significatif. Toutes
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ces séquences semblent agir de concert pour forcer la recombinaison à s'effec
tuer à cet endroit précis. Hdchtl et Zachau (1983) ont déjà proposé un méca
nisme de recombinaison "spécifique de site" pour expliquer le réarrangement
qui survient dans les gênes des immunoglobulines. Le mécanisme de recombinai
son proposé dans ce cas fait aussi intervenir des séquences répétées inversées
reconnues par une "recombinase" spécifique. Un tel mécanisme n'a encore jamais
été proposé pour un papovavirus. Chez le virus du polyome, l'excision a tou
jours été décrite comme faisant intervenir une recombinaison homologue ou illé
gitime CColantuoni et al., 1982; Lania et al., 1982). Les résultats de recom
binaison homologue sont le génome viral entier et ceux de recombinaison illé
gitime (phénomène peu efficace) sont des molécules hybrides de taille hétéro-
gêne. Or, dans notre cas, la molécule Rm I est produite systématiquement et
très efficacement lors d'un transfert â 33°C.
Le modèle de recombinaison qui tente d'expliquer l'excision de ts
P155 et de Rm I est illustré a la figure 16. Ce modèle postule que l'insertion
cellulaire de Rm I (Ins, représentée par le trait en zig-zag) est très importan
te dans la recombinaison. Du fait de sa ressemblance avec les éléments généti
ques mobiles, le modèle suppose qu'elle peut se déplacer le long du génome viral
intégré jusqu'à ce qu'elle ait trouvé un point de recombinaison adéquat. Ce
dernier serait (dans le cas du clone C12 - al, du moins) constitué par la répé
tition de 12 à 14 pb, les nucléotides CCTGAG, les répétitions virales directes,
en plus des courtes régions d'homologie entourant les jonctions et E^. Le
résultat de la recombinaison serait alternativement Rm I ou ts P155, si toute
fois l'excision de ts P155 dans les cellules Cyp utilise ce mécanisme. Si c'é
tait le cas, le mécanisme d'excision dans les cellules Cyp serait à la fois pré
cis et flexible. Dans le cas des cellules C12 - al, l'excision de Rm I serait
FIGURE 16: Modèle d'excision de l'ADN viral intégré dans les cellules Cyp
(plus précisément dans les cellules des clones C12 - al et S48):
1. Représentation du génome viral intégré.
Les séquences adjacentes à l'ADN viral intégré et qui sont
retrouvées dans Rm I et Rm II (Ins) sont représentées par une région en zig
zag. Les répétitions virales présentes dans Em I sont représentées par des
flèches épaisses et le génome de P155 par un trait fin continu.
2. Lors du transfert à 33°C (induction), l'excision de Rm I,
F155 ou Rm II s'effectue. Ins se déplace sur le génome intégré de telle façon
qu'elle met les régions de recombinaison l'une en face de l'autre. Les trois
schémas a, b et c correspondent aux sites de recombinaison générant Rm I, P155
et Rm II, respectivement.
3. Représentation des trois produits d'excision rencontrés jus
qu'à présent dans les clones Cyp:
P155: clones CIO, Cil, C12, C13, C12 - al et S48.
Rm I: clones C12 - al, S48 et autres clones de C12 - al.
Rm II: clone S48.
La flèche montre que la possibilité demeure que Rm I soit
un intermédiaire d'excision de P155.
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donc vingt fois plus efficace que celle de ts P155. La séquence des parties
homologues de Ins et des jonctions viral-cellulaire dans les génomes intégrés
de chaque clone (Pierre Chartrand, travaux en cours) nous fournira sans doute
des éclaircissements sur le pourquoi de l'excision préférentielle de ts P155
dans certains clones et de celle de Rm I dans les autres (C12 - al et ses sous-
clones). 11 n'en demeure pas moins que Ins semble avoir un rôle très important
dans l'excision, du moins dans les cellules C12 - al. Quelles sont, mainte
nant, les raisons envisageables qui pourraient expliquer l'excision de Rm I
ou de ts P155?
11 est possible que Rm I soit un intermédiaire dans le mécanisme
d'excision de ts P155. Il faudrait simplement que Rm I subisse une recombi
naison homologue â l'intérieur de la répétition virale pour générer ts P155.
Si cette recombinaison avait lieu avant l'amplification du produit d'exci
sion (Rm 1), il se peut que ts P155 s'amplifie tandis que Ins en soit inca
pable, ce qui rendrait Ins indétectable. Les clones produisant majoritairement
Rm I plutôt que l'ADN de ts P155 pourraient alors être déficients dans leur
capacité de résoudre Rm I en ts P155. Il est possible que Ins intervienne
dans le processus de recombinaison qui mène â cette résolution. L'éventua
lité de la transformation de Rm I en ts P155 est évoquée par la flèche al
lant de la première à la deuxième molécule, â la figure 16, panneau 3.
Rm II ne semble pas être un intermédiaire nécessaire dans l'excision
mais plutôt un produit accidentel. Comme intermédiaire, Rm II fournirait, au
bout du compte, une molécule virale délétée puisqu'elle ne contient pas le gé
nome complet (voir figure 10). Si le clone 548 contient une seule structure vi
rale intégrée, cette dernière serait responsable de la production de Rm II, Rm I
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et ts P155 (Huberdeau et al., article en préparation). C'est ce qui est illus
tré au panneau 2c de la figure 16.
En dehors de la spécificité des séquences entourant la jonction
et d'une déficience possible chez C12 - al pour la résolution de Rm I en ts
P155, il reste d'autres hypothèses pouvant expliquer la différence des produits
d'excision d'un clone à l'autre. Premièrement, comme il a été mentionné dans
l'introduction, Ins contient une région (nt - 407 à - 418) qui est homologue à
une séquence située à l'origine de réplication des papovavirus (Sylla et al.,
1984 b) et qui est démontré être un site d'attachement pour l'antigène grand T
CGaudray et al., 1981). Cela suggère une interaction possible entre Ins et les
séquences virales à cause de leur capacité éventuelle de lier l'antigène grand
T. La région tépétitive supplémentaire de Rm II serait aussi intéressante à
séquencer à ce point de vue. A cause de cette éventuelle capacité à lier grand
T, il est possible que des origines de réplication cellulaire soient activées
par grand T en même temps que l'origine de réplication virale et que l'on ob
tienne de longs intermédiaires réplicatifs. Ces derniers pourraient alors su
bir une recombinaison intramoléculaire à un endroit très précis pour générer
systématiquement des molécules hybrides comme Rm I et Rm II. Comment dans ce
cas envisager l'excision de Rm I ou de ts P155 dans différents clones? Etant
donné le rôle possible de l'antigène grand T dans l'excision (Basilico et al.,
1979a et b), il pourrait se faire que la quantité d'antigène grand T fournie
par le génome intégré de chaque clone ait une action déterminante dans la na
ture du produit d'excision. Alors que l'on cherchait à établir une corrélation
entre la quantité d'antigène grand T synthétisée et la quantité d'ADN de ts P155
produite è 33°C, il s'est avéré que le plus fort producteur d'antigène grand T
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était justement la clone C12 - al dont le produit majeur d'excision est Rm I
(Elisabeth Herring—Gillam, résultats non publiés; le clone S48 n'a pas été a-
nalysé â cet égard). Il est envisageable que les sites cellulaires pouvant
lier grand T ait une affinité moindre pour ce dernier que l'origine de réplica-
tion virale, et qu'il en faille plus, par conséquent, pour activer "les origi
nes de réplication cellulaires".
L'hypothèse qui demeure la plus simple à envisager pour expliquer
les différences de produits d'excision entre C12 - al et S48, et les autres
clones Cyp, est la suivante: alors que l'excision de l'ADN de ts P155 (comme
la résolution de Rm I en ts P155) pourrait se faire par recombinaison homolo
gue entre les séquences virales répétées, dans les clones C12 - al et S48,
l'existence de séquences très spécifiques au niveau de la jonction E^, séquen
ces supposément absentes dans les autres clones, fournirait la possibilité d'u
ne recombinaison de type spécifique de site, qui serait beaucoup plus efficace
que la recombinaison homologue. Cette hypothèse sera vérifiée, comme nous l'a
vons déjà mentionné, lorsque les séquences des régions homologues à la région
E^ seront connues pour les autres clones Cyp. L'étude de Rm II nous a, de toute
façon, permis de proposer un mécanisme d'excision de type "spécifique de site"
pour Rm I, mécanisme encore jamais évoqué pour un papovavirus.
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